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Ein Forschungsbereich, der immer mehr an Bedeutung gewinnt und
eine groe Sektion der Biologie darstellt, ist die Genetik. Sie beschaftigt sich
mit den Erbinformationen und deren Weitergabe. Neben dem Aufbau und
den verschiedenen Funktionen der Gene bendet sich das Genom im Fokus
der Untersuchungen. Das menschliche Genom ist in 46 Chromosomen kodiert
und enthalt rund 100.000 Gene [1]. Im Jahr 1990 wurde das Humangenom-
projekt gegrundet, das das Genom des Menschen seit April 2003 vollstandig
entschlusselt hat [2, 3, 4]. Um die Gene identizieren und untersuchen zu
konnen, sind schnelle und kostengunstige Sequenzierungen der Basenpaare
der Desoxyribonukleinsaure (DNA) notig, in deren Abfolge die Erbinforma-
tionen codiert sind.
Die DNA-Sequenzierung ndet in Bereichen der Medizin und Bioche-
mie Anwendung. Man verwendet hauptsachlich die Methode von Maxam und
Gilbert [5] und die Didesoxymethode [6] nach Sanger (1980 Nobelpreis fur
Chemie) zur DNA-Sequenzierung. Beide Methoden sind aufwendig im Bezug
auf die Kosten und die Zeit [7, 8]. Um die Forschung an eektiveren Methoden
zu stimulieren, wurden von verschiedener Seite Pramien bzw. Forschungsprei-
se fur konstengunstige DNA-Sequenzierung ausgeschrieben [9, 10]. So wurde
eine Pramie von
"
Archon Genomics X PRIZE\ von 10 Millionen Dollar aus-
gesetzt. 100 Human-Genome sollen innerhalb von 30 Tagen mit einem ma-
ximalen Fehler von eins pro einer Million Basen und einer Genauigkeit von
99,9% abgelesen werden [11]. Die Kosten der Entschlusselung eines mensch-
lichen Genoms sollen dabei 1.000 Dollar nicht uberschreiten. Durch die For-
schungsgelder begunstigt, haben sich viele Teams das Ziel gesetzt, die DNA-
Sequenzierung zu revolutionieren.
Da die Nachfrage nach den DNA-Sequenzierungen immer mehr an-
steigt, wurde das EU-Projekt
"
Nano DNA Sequencing\ gegrundet und fur
eine Laufzeit von drei Jahren angelegt. Daran waren Arbeitsgruppen aus Re-
gensburg, Lausanne, Belgrad, Dublin und Jerusalem mit insgesamt 15 Wis-
senschaftlern beteiligt. Das Ziel des Projektes war es ein neuartiges DNA-
Sequenzierungsverfahren zu
entwickeln. Das neue Verfah-
ren beruht auf 50 nm Si3N4-
Membranen, durch die unter
Zuhilfenahme eines TEMs
(Transmissionselektronenmikro-
skop) bzw. FIB (focused ion
beam) Nanoporen gebohrt wer-
den. Auf der Membran wird eine
Kohlenstonanorohre (CNT)
gewachsen. Wird die DNA durch
die Nanopore gefuhrt, konnen die
einzelnen Basenpaare aufgrund
ihrer Wechselwirkung mit der
CNT identiziert werden. Abbildung 1: (Bildquelle: [12])
Vernachlassigt man die Wechselwirkung der DNA-Oligomere mit de-
ren Umgebung (Wasser, Ionen und die Nanopore) und nimmt an, dass die
DNA-Base in der Nanopore fest orientiert ist, ist die Detektierung des charak-
teristischen Signals einer Base durch eine Nanopore mit dem Durchmesser
von 1 nm moglich und ebenso die Unterscheidung zwischen den einzelnen
Basenpaaren [13]. Das EU-Projekt hat sich zur Aufgabe gestellt, dieses theo-
retisches Konzept experimentell umzusetzen.
Fur die Realisierung der Messungen wurden zwei Messzellen entwi-
ckeln. Ein Faradaykag und eine Spritzpumpe wurden aufgebaut und ein
Messsystem mit einer zeitlichen Auosung von 100 kHz mit einem Multime-
ter kreiert. Im Laufe der Arbeit hat sich eine Methode zur Steigerung des
Signal-zu-Rauschen-Verhaltnises bei den ionischen Strommessungen durch




In diesem Kapitel werden die grundlegenden Eekte behandelt, die fur
das Verstandnis dieser Arbeit notwendig sind. Die durchgefuhrten Messungen
wurden mit der Desoxyribonukleinsaure (DNS) bzw. engl. DNA vollzogen. In
dieser Arbeit wird der Ausdruck DNA benutzt, da in der deutschsprachigen
Fachliteratur
"
DNA\ sehr viel hauger als DNS benutzt wird. Die DNA ist
komplex in der Struktur und hat verschiedene Formen. Aus diesem Grund
wird im ersten Teil des Kapitels auf die DNA eingegangen. Im zweiten Ab-
schnitt des Kapitels wird die Elektrophorese als Antriebskraft der DNA in
einem Elektrolyt und die Wechselwirkungen zwischen den Ionen in einem
Elektrolyt behandelt. Am Ende wird die Theorie der Festkorper-Nanoporen
beschrieben, die sich mit dem Leitwert, mit den Stromblockaden, verursacht
durch die DNA, und mit den Translokationszeiten der DNA durch die Nano-
poren beschaftigt.
1.1 DNA
DNA ist ein Biomolekul, das die Erbinformationen tragt. Aus die-
sem Grund ist es von groer Bedeutung fur die Genetik. Das Molekul er-
langte in den letzten Jahren das Interesse der Physiker, wegen seiner Ein-
satzmoglichkeit als kleinster Transistor. Man arbeitet bereits an einem DNA
Feld-Eekt Transistor (DNA-FET) [14, 15]. Er hat ahnliche Struktur wie ein
MOSFET, mit der Ausnahme, dass das "Gate"durch eine Schicht aus unbe-
weglichen Einstrang-DNA-Molekulen ersetzt ist. Wenn die komplementaren
DNA Strange hybridisieren andert sich der Ladungswert in der Nahe der
Oberache, was den Stromtransport durch die Halbleiterstucke moduliert.
1.1.1 Aufbau der DNA
Im Jahr 1953 publizierten Francis Crick und James Watson ein Struk-
turmodell, welches die Ergebnisse bis dato zusammenfasste und die noch
heute gultig sind [16]. Es wurde fest gehalten, dass es zwei DNA-Strange
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Abbildung 2: DNA als Doppelhelix. Die zwei Ruckgrate der DNA, die aus
Zucker und Phosphat bestehen, werden uber vier mogliche Basen (Adenin,
Thymin, Cytosin und Guanin) miteinander verbunden. (Bildquelle: [17])
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gibt, die umeinander schraubenformig verdreht sind. Diese Struktur wur-
de DNA-Doppelhelix genannt. DNA ist ein linaeres Polymer. Es besteht im
Normalzustand aus zwei Strangen, die alternierend aus Zucker Desoxyribo-
se und Phosphat aufgebaut sind [18]. Die beide Strange, auch Ruckgrate
der DNA genannt, sind durch organische Basen so verbunden, dass sie eine
Doppelhelix-Form bilden, wie in der Abbildung 2 dargestellt ist. Liegt die
DNA in Form einer Doppelhelix vor, so spricht man von der dsDNA (double
stranded Desoxyribonucleinacid). Sind hingegen die Strange nicht mit ein-
ander uber die Basen verbunden, so handelt es sich um eine ssDNA (single
stranded DNA).
Bei den organischen Basen handelt es sich um Adenin, Cytosin, Gua-
nin und Thymin. Die Basen sind an jeder Zuckereinheit (Desoxyribose) des
Ruckgrats der DNA angehangt und konnen nur mit ihren entsprechenden Ba-
senpartnern Bindungen eingehen. Adenin kann uber zwei Wasserstobrucken
mit Thymin und Cytosin uber drei Wasserstobrucken mit Guanin binden.
Die Strange sind antiparallel aufgebaut. Jeder Strang besitzt eine Polaritat in
Form eines sogenannten 5 - und 3 -Endes (Abbildung 3). Wahrend der eine
Strang mit 5 anfangt und mit 3 endet, lauft der andere Strang von 3 nach
5. Im Allgemeinen kann die DNA in verschiedenen raumlichen Anordnungen
vorliegen [19]. Eine B-Form-DNA besitzt 10,4 Basenpaare pro Windung und
ist rechtsdrehend [20], d.h. im Uhrzeigersinn aus der Richtung 5  > 3 be-
trachtet. Rund 99% der menschlichen DNA hat diese Form [21]. Man spricht
von der Z-Form der DNA wenn sie linksdrehend ist und pro Windung aus 12
Basenpaaren besteht. Die dritte Form der DNA ist die A-Form [18]. Diese
DNA besitzt 11 Basenpaare pro Windung und ist rechtsdrehend. Im Folgen-
den beziehen sich alle Aussagen auf die B-Form-DNA, die allgemeine Form
der DNA.
Die exakte Reihenfolge der Basenpaare in der DNA wird als Sequenz
bezeichnet. Das menschliche Genom1 hat 3,27 Milliarden Basenpaare (bp).




Abbildung 3: Chemische Struktur der DNA. Die zwei Phosphatdesoxyribose-
Ruckgrate der DNA werden uber die Basen miteinander verbunden. Dabei
binden Adenin mit Thymin uber zwei und Guanin mit Cytosin uber drei
Wasserstobrucken. Wahrend der eine Strang von 5 nach 3 rechtsdrehend
verlauft, fangt der andere Strang mit 3 an und endet mit 5 (Bildquelle: [22]).
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Reiht man die DNA-Strange der Lange nach aneinander, so wurde sich eine
Lange von 1,8 m ergeben. Der Abstand zwischen zwei Basenpaaren in der
dsDNA betragt 0,34 nm [23]. Bei der B-Form DNA macht die Doppelhelix
eine Drehung von 36 pro Basenpaar (bp). Der Durchmesser der dsDNA
betragt 2,2 nm [24].
Die dsDNA weist eine sogenannte groe und eine kleine Furche auf
(Abbildung 4). Sie werden durch die nicht diametrale2 Haftung der glykosi-
dischen Bindungen am Zucker des Ruckgrats gebildet. Fur die B-Form der
DNA ist die kleine Furche 0,6 nm breit und 0,75 nm tief, die groe 1,2 nm
breit und 0,85 nm tief [25]. Die DNA ist kein starres Molekul, neben dem
Abstand zwischen den Basenpaaren kann auch die Verdrehung der Basen-
paare variieren. Die Verdrehung ist sequenzabhangig und betragt zwischen
28 und 42 pro bp. Die beiden gebundenen Basenpaare konnen ebenfalls
gegen einander verdreht sein (propeller twisting). Eine zusatzliche Stabilisie-
rung der Doppelhelix-Struktur erfahrt die dsDNA durch die van-der-Waals-
Wechselwirkung der ubereinander gestapelten Basenpaare. In den Phosphat-
gruppen ist die negative Ladung der DNA lokalisiert, diese wird durch die
Gegenionen abgeschirmt, die sich am Ruckgrat anlagern (siehe Kapitel 1.1.3).
Die Konzentration der Salzlosung ist verantwortlich fur die Konformation
der DNA. Ist die Salzkonzentration sehr hoch, so folgt die Minimierung der
Expositionsache der DNA zum Losungsmittel, was zu einer hohen Dichte
fuhrt. Bei einer niedrigen Salzkonzentration ist die DNA eher gestreckt und
kann sogar in eine entwundene Struktur ubergehen, wenn elektrische Felder
angelegt werden.
1.1.2 Lambda-Phage DNA
-DNA ist das Genom des -Bakteriophagen, eines Virus der Gruppe
Caudovirales, welches sich auf das Darmbakterium Escherichia coli als Wirt
spezialisiert hat. -DNA hat in der Geschichte der Virusforschung, moleku-
2Diametral bezeichnet zwei Punkte auf einem Kreis oder einer Kugeloberache, die
Antipoden sind. Die Endpunkte des Durchmessers sind diametral.
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Abbildung 4: Die groe und die kleine Furche einer Doppelhelix-DNA (Bild-
quelle: [26]).
laren Genentik und gentechnologischen Verfahren eine wichtige Bedeutung.
1982 wurde die vollstandige Genomsequenz von Frederick Sanger ermittelt.
Das Genom des Darmbakteriums Escherichia coli besitzt 4,6 Millionen Ba-
senpaare und eine Kontourlange von 16,5 m [27]. -Phagen konnen entweder
ihre DNA in das Bakteriengenom integrieren oder die Wirtszelle zerstoren.
Der Phage besitzt ein Kapsoid, das die dsDNA enthalt und einen nicht kon-
traktilen Schwanz. Das Genom des -Phagen hat eine DNA-Sequenz mit
48.502 Basenpaaren (bp) [28].
Nach der Infektion eines Bakteriums bildet sich die lineare Phagen-
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DNA durch die bakterielle DNA-Ligase zu einem Kreis. Durch die Integrase
erfolgt der Einbau der zirkularen DNA in das Bakterienchromosom. Im Wirt
verbleibt die Virus-DNA als Prophage. Die Expression der Baktriephagen-
DNA wird durch das Repressor-Protein zunachst unterdruckt. Beim lysoge-
nen Zyklus dringt die -DNA in das Genom der Wirtszelle ein und wird so
lange repliziert bis sie aktiviert wird. Veranderungen in der Umgebung, z.B.
Erhohung der Temperatur, leiten den lytischen Zyklus ein. Hierbei kommt
es zur Aktivierung der Virus-DNA, der Freisetzung der Phagen und der
Zerstorung der Wirtszelle [29]. Durch die Integration der Phagen-DNA in
die Bakterien-DNA konnen diese Genabschnitte dort gezielt eingebracht und
exprimiert werden. Dieses Verfahren wird in der Biotechnologie eingesetzt
[30].
1.1.3 Hydratation der DNA
In einem Losungsmittel bilden Wassermolekule um die DNA Mantel-
schichten, die sich je nach Konzentration des Elektrolyts in Struktur und
Dichte unterscheiden. Aus diesem Grund ist diese sogenannte Hydratation
der DNA ein wichtiger Faktor, der die Stabilitat und die Struktur der DNA
beeinusst. Wasser ist wegen seiner Polaritat ein gutes Losungsmittel fur
polare Molekule wie die DNA, da Wasser um dessen Bindungen konkurriert
und so die Bindungskrafte schwacht [31]. In den Mantelschichten sind die
Wassermolekule hoher geordnet als im sogenannten Bulkwasser3. Dies fuhrt
dazu, dass die Entropie des Wassers erniedrigt wird. Bei der spontanen Fal-
tung von Makromolekulen, im Sinne der Energieminimierung, wird Wasser
freigesetzt, was als hydrophober Eekt bezeichnet wird.
Die potenziellen Donator- und Akzeptorstellen fur Wasserstobrucken,
die Wechselwirkungen mit Proteinen oder Wasser eingehen konnen, liegen in
der groen und der kleinen Furche. In der kleinen Furche dienen das Stickstof-
fatom N-3 eines Purins [C5H4N4] (Adenin, Guanin) sowie das Sauerstoatom
3Bulkwasser bezeichnet Wasser, bei dem die Wassermolekule nur untereinander und
nicht mit fremden Molekulen wechselwirken.
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O-2 eines Pyrimidins [C4H4N2] (Thymin, Cytosin) als Wasserstoakzeptoren.
In der groen Furche liegen das Stickstoatom N-7 des Guanin und Adenin
als ein potenzieller Akzeptor sowie das Sauerstoatom O-4 des Thymin und
das Sauerstoatom O-6 des Guanin. Die Aminogruppen am C-6 des Adenin
und C-4 des Cytosin konnen als Wasserstodonatoren dienen [32].
Die groe Furche ist fur Wechselwirkungen und Bindung mit Proteinen
wichtiger als die kleine Furche, da sie mehr Merkmale zur Unterscheidung
eines Basenpaares hat und mehr Kontaktache fur die Wassermolekule bie-
tet [33]. Wie genau die Wassermolekule an die DNA binden, ob als Mantel
oder als immobiler Wasserblock, ist schwer nachweisbar, weil das Wasser fur
Rontgenbeugungsuntersuchungen zu schwach an die DNA gebunden ist. Die
Bindung von Wassermolekulen an die Basenpaare ist hingegen besser unter-
sucht als an das Phosphat-Zucker-Ruckgrat [34].
Das Ruckgrat der DNA ist leicht negativ geladen und wird durch
die Ausbildung einer Hydratationshulle um es herum stabilisiert. In einer
trockenen Umgebung ist diese Hulle stark vom Wassergehalt abhangig und
wird dichter mit hoherer Luftfeuchtigkeit. Die Feuchtigkeit ist auch fur die
Form der DNA entscheidend. So binden fur die B-Form der DNA 18 bis 19
Wassermolekule pro Basenpaar und fur die A-Form 13 - 15 Molekule. 5 bis 6
Wassermolekule binden pro Basenpaar, wenn die Leuchtfeuchtigkeit bei 0%
liegt [32]. Adenin-Thymin-Basenpaare wechselwirken mit Wasser schwacher
als die Guanin-Cytosin-Basenpaare, da sie eine Wasserstobrucke weniger
aufweisen [35].
Bei einer Hydratationshulle mit wenig Wassermolekulen sind die Mo-
lekule stark am Ruckgrat der DNA lokalisiert und es erfolgt keine Diusion
mit dem Bulkwasser. Wenn es zu einer Diusion kommt, dann werden zu-
erst die Wassermolekule an der kleinen Furche abgebaut, da das Wasser hier
schwacher gebunden ist als am Ruckgrat. Wassermolekule des Bulkwassers
haben andere Eigenschaften, als die Wassermolekule am Ruckgrat der DNA.
So sind die Wassermolekule am Ruckgrat mobiler als die im Bulkwasser [34],
das Wasser verliert seine Tetraederstruktur, wahrend die Kompressibilitat
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groer [36] und die Dichte kleiner ist.
Entzieht man der DNA alle Wassermolekule der Hydratationshulle,
so verliert sie an Strukturstabilitat. Die negativen Ladungen des Phospha-
truckgrates konnen nicht mehr durch die Gegenionen abgeschirmt werden,
wie im nativen Zustand, und die DNA denaturiert. Setzt man die DNA ei-
nem elektrischen Feld aus, so wird im Mantel aus Wasser und Gegenionen,
die die negative Ladung des Ruckgrats abschirmen, ein Dipol induziert. Mit
Hilfe dieses Dipols kann man die DNA in einem homogenen elektrischen Feld
bewegen und in einem inhomogenen Feld zusatzlich strecken [37].
Aus diesen Grunden ist die Hydratation wichtig fur die Strukturform
der DNA-Doppelhelix und fur den Transport der DNA durch ein angelegtes
elektrische Feld.
1.1.4 DNA-Denaturierung und Faltung
Da bei den Messungen in dieser Arbeit es in erster Linie um die De-
tektierung von dsDNA handelt, die ungefaltet vorliegt, sind die Kenntnisse
der Denaturierung und der Faltung der DNA signikant.
Fur die Analyse der einzelnen DNA-Strange ist es ublich, die Doppel-
helix zu denaturieren [38]. Unter Denaturierung der DNA versteht man die
Auosung der Wasserstobruckenbindungen zwischen den jeweiligen Basen-
paaren. Bei der Denaturierung von dsDNA entstehen zwei komplementare
ssDNA-Strange. Die Auosung der Wasserstobruckenbindungen zwischen
den Nukleinbasen kann durch mehrere Parameter begunstigt werden [39],
z.B. durch Erhohen der Temperatur. Die Umkehrung der DNA Denaturie-
rung wird Hybridisierung genannt. Je nach Medium wird ab einer bestimm-
ten Temperatur die thermische Vibration des DNA-Molekuls starker als die
Bindung der DNA Basen. Beim Uberschreiten dieser Temperatur werden die
Wasserstobindungen aufgebrochen und die Doppelhelixstruktur der DNA
wird aufgespalten.
Als Schmelztemperatur TM (temperature of melting) der dsDNA wird
die Temperatur bezeichnet, bei der die Halfte der DNA als Einzelstrange vor-
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liegt. Um die Schmelztemperatur zu bestimmen, wird die Lichtabsorption bei
der Wellenlange von 260 nm gemessen. Dabei wird der Eekt der Hyperchro-
mizitat [40] ausgenutzt, der besagt, dass die doppelstrangige DNA (dsDNA)
weniger Licht absorbiert als die einzelstrangige DNA (ssDNA), wie in der
Abbildung 5 zu sehen ist. Die Lichtabsorption wird wegen der Wechselwir-
kungen zwischen den -Systemen der ubereinanderliegenden Basen reduziert
[41].
Abbildung 5: Absorptionsspektrum der ssDNA und dsDNA. Die doppel-
strangige DNA absorbiert bei 260 nm mehr Licht als die ssDNA. (Bildquelle:
[42])
Im Allgemeinen hangt TM von der Strukturform der DNA, dem GC-
Gehalt des DNA-Molekuls c[GC]/c[GCAT], der Lange der DNA und der
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Na+-Konzentration c[Na+] in der Losung ab. Zur Berechnung von TM fur
eine dsDNA mit mehr als 100 bp gilt [39]:





+ 16; 6 K  ln(c[Na+]) (1)
Dabei liegt fur die meisten Medien die Schmelztemperatur jeweils um die
350 K [39]. Wurde die dsDNA nicht weit uber TM erhitzt, so bleibt der Prozess
der Denaturierung reversibel und bei einer Erniedrigung der Temperatur auf
T 20 K ndet fur die meisten Medien die Hybridisierung statt [43].
Es existiert auch der Vorgang der chemischen Denaturierung. Der na-
tive Bereich fur die dsDNA liegt zwischen den pH-Werten 6,0 und 8,0. Wahlt
man eine Puerlosung fur die DNA, die stark basisch oder sauer ist, so wird
der Hydrationsmantel der DNA verandert und die Ladung der Nukleinbasen
wird verschoben, was zu einer schwacheren Bindung zwischen den Basen bis
hin zur Aufspaltung der Wasserstobruckenbindungen fuhrt.
Neben der Denaturierung der DNA ist die Faltung der dsDNA eben-
so ein wichtiges Merkmal fur ihre Struktur. Kommen DNA-Molekule bzw.
verschiedene Bereiche eines langen DNA-Molekuls einander naher als ein Na-
nometer, so wechselwirken sie miteinander uber die Wassermolekule der Hy-
drathulle. Auf diese Weise konnen verschiedene Bereiche des Ruckgrates ei-
nes langen DNA-Molekuls sich miteinander verbinden. So konnen Kristalle
aus dicht gepackter DNA entstehen, wobei die DNA Molekule untereinan-
der mit einer dunnen und stark lokalisierten Wasserschicht verbunden sind
[44]. Bei diesem Prozess weisen die Cytosin-reichen Sequenzen die starksten
Wechselwirkungen untereinander auf [45]. Die B-Form der dsDNA hat 15
Moglichkeiten zur Faltung, sie kann z.B. uber Ruckgrat-Ruckgrat, kleine
Furche-kleine Furche oder Ruckgrat-Furche wechselwirken [46]. Wie genau
die Faltung der DNA erfolgt, ist Gegenstand der aktuellen Forschung. Kras-
niqi et al. haben 2012 die Ethylendiamintetraessigsaure bzw. Ethylendia-
mintetraacetat (EDTA) als den Sto identiziert, der den Puerlosungen
hinzugegeben werden sollte, um die Faltung der dsDNA zu verhindern [47].
EDTA bindet in einer Puerlosung die bivalenten Metallionen. Diese Metal-
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lionen tendieren eine starkere Bindung bei einer Faltung zu verursachen. Die
starkere Bindung beruht auf der hoheren lokalen negativen Ladungsdichte,
welche die ungefalteten Abschnitte bzw. die Enden des Molekuls, die fur eine
Bindung verfugbar stunden, reduziert.
1.1.5 DNA-Sequenzierung mit der Sanger-Methode
Das Ziel dieser Arbeit ist eine neue Methode fur die DNA-Sequenzierung
zu entwickeln. In diesem Abschnitt wird die momentan grotechnisch ver-
wendete DNA-Sequenzierungsmethode beschrieben; dies ist die sogenannte
Didesoxymethode nach Sanger. Im Jahr 1975 entwickelten Coulson und San-
ger eine enzymatische Methode, die auch als Kettenabbruch-Synthese be-
zeichnet wird. 1977 wurde mit dieser Methode die erste vollstandige Genom-
Sequenzierung einer Bakteriophage vorgestellt [6].
Zu Beginn wird die dsDNA durch Erwarmung denaturiert. Es ent-
stehen so zwei Einzelstrange (ssDNA). Als Ausgangspunkt dient ein kurzes,
komplementares DNA-Oligonukleotid mit bekannter Sequenz (Primer), der
am 3-Ende des ssDNA-Abschnitts bindet (siehe Abbildung 6). Hierbei en-
steht ein kurzer Doppelstrang, der durch das Enzym DNA-Polymerase4 den
kurzeren der beiden komplementaren Strange verlangert. In vier parallelen
Ansatzen wird je eine der vier Basen zum Teil als Didesoxynukleosidtriphos-
phat (ddNTP) zugegeben (ddATP, ddCTP, ddGTP oder ddTTP), die keine
freie Hydroxylgruppe mehr besitzt. Aufgrund der fehlenden 3-OH-Gruppe,
die fur die Bindung mit dem nachsten Nukleotid notwendig ist, kann die Ket-
tenverlangerung nicht erfolgen und es kommt zum sequenzspezischen Ket-
tenabbruch. Dadurch entsteht ein Gemisch mit unterschiedlichen Langen des
DNA-Molekuls, wobei sich am 3-Ende eine bestimmte Base bendet. Wur-
de z.B. ddATP hinzugegeben, so enden alle Molekule mit Adenin. Danach
werden die unterschiedlich langen Bruchstucke in einem denaturierenden Po-
lyacrylamidgel elektrophoretisch nebeneinander aufgetrennt (siehe Abschnitt
4DNA-Polymerasen sind Enzyme, die die Zusammensetzung von DNA aus Desoxyri-
bonukleotiden an einem DNA-Ruckgrat katalysieren.
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1.2). Nun liegen die Fragmente, die sich in der Lange selbst nur um ein Ba-
senpaar unterscheiden, voneinander getrennt. Nach dem Vergleich der vier
Gemische liest man die Sequenz auf einem fotograschen Film ab. Die kom-
plementare Sequenz dazu ist die Basen-Sequenz des gesuchten Einstrang-
DNA-Molekuls.
Abbildung 6: DNA Sequenzierung mit der Sanger-Methode. Die blauen Punk-
te stellen eine radioaktive Markierung dar, die am Ende des Verfahrens fur
die Ablesung der Sequenz notwendig ist (Bildquelle: [48]).
Diese Methode hat inzwischen zahlreiche Modikationen erfahren. An-
stelle der radioaktiven Markierung werden heute uoreszierende Verbindun-
gen (Farbstoe) verwendet [50, 51]. An jedes der vier ddNTPs wird ein Farb-
sto gekoppelt, somit brauchen die vier Gemische von einander nicht getrennt
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zu werden und konnen in einem Gefa untersucht werden. Die Kettenab-
bruchprodukte werden mit Hilfe von Kapillarelektrophorese5 von einander
getrennt und mit einem Laser zum Fluoreszieren angeregt. Die unterschied-
lichen Farben der ddNTPs konnen von einem Detektor erkannt werden, und
die Sequenz der Basen des zu bestimmenden DNA-Stranges in einem Elek-
tropherogramm6 abgelesen werden.
1.2 Elektrophorese
Elektrophorese ist die Wanderung von geladenen kolloidalen Teilchen
in einem elektrischen Feld. Mittels dieser Methode lassen sich Molekule nach
Ladung und Groe trennen. Ursache hierfur ist die unterschiedliche Ge-
schwindigkeit aufgrund der verschiedenen Massen bzw. Ladungen der Mo-
lekule im Medium. Neben Anwendungen, wie z.B. der Analyse des roten
Blutfarbstos (Hamoglobin-Elektrophorese) [52] wird diese Methode auch
zur DNA Untersuchung benutzt. Eine spezielle Form der Elektrophorese ist
die Gelelektrophorese, die eine Standardmethode in der Biochemie ist [53]
und zur Untersuchung der DNA-Fragmente benutzt wird. Hierbei werden
die zu untersuchenden DNA-Stucke in ein Gel auf einer Ablage mit mehre-
ren Mulden injiziert. Durch das Anlegen der elektrischen Spannung bewegen
sich die DNA-Stucke zu den Enden der Ablage. Je nach Lange der Strange
landen die DNA-Stucke wegen den unterschiedlichen Massen und Ladun-
gen in verschiedenen Mulden dem Abstand zu den Elektroden entsprechend.
Diese Technik spielt eine wichtige Rolle in der Identizierung der Gene fur
Krankheitsdiagnose und andere Formen der Genforschung, wie der Agarose
Gelelektrophorese [54].
Elektrophorese ist somit der Eekt, der bei den Messungen in dieser
Arbeit fur die gezielte Bewegung der DNA, mit Hilfe der angelegten Span-
5Kapillarelektrophorese ist ein Verfahren analog zur Gelelektrophorese, mit dem Un-
terschied, dass statt Gelmulden Kapillaren zur Trennung der Molekule verwendet werden.
6Unter einem Elektropherogramm versteht man in diesem Fall die Sequenz der vier
Farbsignale am Detektor.
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nung, durch die Nanopore verantwortlich ist.
1.3 Transport und Coulomb-Eekte eines Elektrolyts
Die Debye-Huckel-Theorie befat sich mit den elektrostatischen Wech-
selwirkungen von Ionen in Elektrolytlosungen [55]. Die Coulombschen Abstoungs-
und Anziehungskrafte ziehen eine Abweichung der Aktivitat ai der Ionensorte
i von ihrer molaren Konzentration ci gema
ai = fici (2)
mit sich. Die Debye-Huckel-Theorie gibt Gleichungen an, mit denen der
individuelle Aktivitatskoezient fi in Abhangigkeit von Konzentration, Tem-
peratur und Dielektrizitatzskonstante des Losungsmittels berechnet werden
kann. Mehr zu der Debye-Huckel-Theorie ndet man in [55]. Hier wird nicht
weiter drauf eingegangen, da sie nicht von groer Bedeutung fur diese Arbeit
ist.
Unter einem Elektrolyt versteht man eine chemische Verbindung, die
im festen, ussigen oder gelosten Zustand in Ionen getrennt ist. Diese Io-
nen bewegen sich gerichtet in Anwesenheit eines elektrischen Feldes. In einer
elektrolytischen Losung ziehen sich entgegengesetzt geladene Ionen an, gleich
geladene Ionen stoen sich ab. Deswegen sind Ionen in einem Elektrolyt nicht
willkurlich verteilt, stattdessen in einer Nahordnung, in der Kationen sich
mit hoherer Wahrscheinlichkeit in der Nahe von Anionen aufhalten und um-
gekehrt. Die Elektroneutralitat der Losung bleibt dabei erhalten [56]. Die
Ionen konnen sich in einer Losung nicht vollstandig regelmaig anordnen
im Gegensatz zum Ionengitter, weil Elektrolytmolekule als Dielektrikum die
Coulombschen Wechselwirkungen abschwachen, was bewirkt, dass die ther-
mische Bewegung zu einer starkeren Verteilung der Ionen fuhrt. Jedes Ion
ist im zeitlichen Mittel Zentrum einer Wolke aus entgegengesetzt geladenen
Ionen. Diese Ionenwolken schirmen die Ladung des Zentralions ab, dies zieht
die Einfuhrung der Aktivitat als wirksame Konzentration bei Ionen mit sich.
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Ein wichtiger Eekt fur Losungen ist die Solvatisierung [57]. Sie be-
schreibt den Prozess, wenn Ionen in einem polaren Losungsmittel aufgrund
der elektrischen Ladung Krafte auf die Losungmitteldipole ausuben. Diese
Krafte fuhren zu einer geordnenten Struktur in einem Losungsmittel, was
mit Solvathulle bezeichnet wird [58]. Der hydrodynamische Radius bzw. der
Stokes`sche Radius des Ions beschreibt den eektiven Radius in Losung, der
die Losungsmittelmolekule in der Solvathulle des Ions berucksichtigt. Fur den
Transport von Protonen in einem Elektrolyt ist der Grotthu-Mechanismus
entscheidend, was erklart, dass die Protonen sich nicht einzeln bewegen, son-
dern eine Umlagerung von Wasserstobruckenbindungen in einer Kette von
Wassermolekulen statt ndet, die den Ladungstransport bewirkt. Dies erklart
die Zeit von 1,5 ps, die ein Proton braucht, um von einem Wassermolekul
zum nachsten zu gelangen [59].
Eine weitere Einussgroe fur die Bewegung der Ionen in Flussigkeit ist
derRelaxationseekt. Die spharische Hulle aus Gegenionen kann sich nicht
beliebig schnell an die wechselnde Position des wandernden Ions anpassen.
Es resultiert eine Verzerrung der Ionenhulle, die hinter dem wandernden Ion
hergezogen wird. Das Ladungszentrum der Hulle wird dabei etwas hinter das
Ion verschoben. Auch der elektrophoretischer Eekt beeinusst den La-
dungstransport in einem Elektrolyt. Man versteht darunter die Verstarkung
der Reibung durch die Ionenwolke und somit die Herabsetzung der Beweg-
lichkeit der Ionen und damit auch ihre Leitfahigkeit [60].
Jedes ideale Coulomb-Potential wird in einer Losung durch die um-
gebende, ebenfalls geladene Ionenwolke gestort. Das Potential wird von den
hauptsachlich entgegengesetzt geladenen Nachbarionen abgeschirmt. Fur den
Wert des tatsachlichen Potentials in jeder Entfernung vom Zentrum eines
Zentralions muss somit das ideale Coulomb-Potential korrigiert werden. Die
Korrektur wird als exponentiell abnehmend angenommen und wird durch
einen Abklingfaktor D, Debye-Lange bzw. Abschirmparameter genannt,
beschrieben [61]. Die Debyelange wird beschrieben durch
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Abbildung 7: Links die Solvatisierung eines Natriumions. Rechts die Ionen-






Dabei beschreibt 0 die elektrische Feldkonstante, r die Permittivitat
bzw. die dielektrische Leitfahigkeit, kB die Boltzmankonstate, T die Tempe-
ratur in Kelvin, e die Elementarladung, NA die Avogadrokonstante und Id
die Ionenstarke des Elektrolyts.





wobei A fur Angstrom steht und die Konzentration c in mol/L angegeben
wird. Fur eine 0,1 molare Losung ergibt sich eine Debye-Lange von
ca. 0,96 nm und fur 1 molare Losung von 0,3 nm.
Die Debye-Lange ist richtungsunabhangig, weswegen oft auch von ei-
nem Debye-Radius gesprochen wird. Die wesentlichen Kontrollgroen fur
die Debye-Lange sind Polaritat der Molekule, Temperatur und Konzentra-
tion der Elektrolytlosung. Mit zunehmender Temperatur nimmt die Debye-
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Lange zu, da der Abschirmeekt mit zunehmender Warmebewegung geringer
wird. D nimmt mit steigender Dielektrizitatskonstanten zu und mit stei-
gender Ionenstarke ab, weil diese den Abschirmeekt erhoht. Somit liegt
das tatsachliche Potential-Abklingverhalten am Abklingverhalten des idealen
Coulomb-Potentials umso naher, je groer D ist. Je kleiner die Debye-Lange
ist, desto starker ist die Abschirmung des Coulomb-Potentials des Zentrali-
ons durch die Umgebung und das Potential klingt entsprechend rascher ab,
als im Vakuum.
1.4 Leitwert von Festkorper-Nanoporen
In den letzten 20 Jahren wurden Festkorper-Nanoporen, nanometer-
groe Locher in dunnen kunstlichen Membranen, immer attraktiver wegen
ihres Einsatzes als Einzelmolekul-Sensor fur die Detektion und die Analy-
se von biologischen Makromolekulen [62, 63]. Das Verstandnis des ionischen
Leitwerts durch die Nanopore stellt die Basis aller Nanoporen-Experimente
dar. In diesem Unterkapitel werden Modelle und Theorien vorgestellt, die
nach dem heutigen Wissen fur den Leitwert durch die Festkorper-Nanoporen
gelten.
Bringt man zwei mit einem Elektolyt wie z.B. KCl gefullte Kanale in
Kontakt zu einander durch eine zylindrische Nanopore, so ergibt sich fur den












Der gesamte ionische Strom durch die Nanopore ergibt sich aus der Sum-
me des Beitrages der Bulk-Ionen in der Losung und dem Beitrag der Gege-
nionen, die die Oberachungladung abschirmen. Bei Si3N4 bzw. SiO2 Nano-
poren sind Kaliumione die Gegenionen, die die negative Ladung der Ober-
ache abschirmen [65, 66]. Der Leitwert G einer zylindrischen Nanopore mit
KCl-Elektrolyt hangt somit vom Durchmesser dPore und der Lange LPore der
Nanopore, der Teilchenzahldichte nK,Cl vom Kalium bzw. Chlorid und der
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Abbildung 8: Messergebnisse der Arbeitsgruppe C. Dekker aus dem Jahr
2005. Aufgetragen ist der Leitwert G in nS gegen die KCl-Konzentration in
Mol einer SiO2-Nanopore. Der blaue Fit stellt ein Model fur konstante Ober-
achenladung, der rote fur variable Oberachenladung dar und der grune Fit
ist die Berechnung aus dem Bulk Elektrolyt (Bildquelle: [64]).
Elementarladung e ab. G hangt auerdem von der Oberachenladungsdichte
O der Nanopore und den elektrophoretischen Beweglichkeiten vom Kali-
um und Chlorid K und Cl ab. Der Einuss der Oberachenladung in der
Nanopore ist dabei stark an die Konzentration des Elektrolyts gebunden.
In der Abbildung 8 sind die Messergebnisse und Kalkulationen der
Arbeitsgruppe C. Dekker (TU Delft) aus dem Jahr 2005 zu sehen. Der blaue
Fit stellt ein Model fur konstante Oberachenladung, der rote fur variable
und der grune fur Bulk-Elektrolyt dar. Man erkennt, dass der Einuss der
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Oberachenladung der Nanopore bei kleinen Konzentrationen des Elektrolyts
([KCl]< 100 mM/l) sehr dominant ist [67]. Geht man hingegen zu hohen Kon-
zentrationen des Elektrolyts (high-salt regime [KCl]> 100 mM/l), so wird der
Leitwert durch die Nanopore vergleichbar mit der des Bulk-Elektrolyts und
die gemessenen Ergebnisse stimmen mit den errechneten sehr gut uberein.
Das fuhrt dazu, dass bei hohen Konzentrationen, hoher als
100 mM/l, der Einuss der Oberachenladung im Vergleich zum Bulk-Elektrolyt
vernachlassigt werden kann.
1.4.1 Eintrittswiderstand
Wenn man den elektrischen Widerstand eines Mediums zwischen zwei
spharischen Elektroden, die in das Medium eingetaucht wurden, betrach-
tet, so ist der Widerstand - auf den ersten Blick uberraschenderweise - un-
abhangig vom Abstand zwischen den Elektroden, sondern nur von deren
Groen. Dies ist der Fall, weil der Widerstand in der Engstelle dominierend
ist, in der der elektrische Strom durch die Elektroden hervorgerufen wird.
Basierend auf diese Idee argumentierte Hille, dass der Eintrittswiderstand
einer Pore ebenfalls nur von den Porendimensionen und nicht von makro-
skopischen Groen abhangen sollte [68]. Insbesondere nahm er an, dass der
Eintrittswiderstand RE unter Berucksichtigung einer semi-spharischen Kup-





mit  als spezischer Widerstand und d als Durchmesser des Kanals.
Zusatzlich hat Vodyanov 1992 den Ionenkanal-Widerstand eingefuhrt [69]:
R = Rch + 2RE (7)
Der Widerstand R eines Ionen-Kanals setzt sich zusammen aus dem Wi-
derstand entlang des Kanals Rch und den beiden Eintrittswiderstanden RE
an den Enden des Kanals. Der Eintrittswiderstand beschreibt den elektri-
schen Widerstand entlang des konvergenten Weges aus dem Bulk-Elektrolyt
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zum Ende bzw. dem
"
Mund\ der Nanopore [70]. Er ist proportional zu  der
spezischen Leitfahigkeit und r dem Radius der runden Nanopore. Mit der










 ist die spezische Leitfahigkeit durch die Nanopore, d ist der Durch-




der Oberachenladung ist nicht enthalten, da die Konzentration vom KCl-
Elektrolyt bei 1 M/l ist und somit high-salt-regime besteht
([KCl]> 100 mM/l), bei dem der Einuss der Oberachenladung vernachlassigt
wird. 1
d
steht fur 2 RE und reektiert den Einuss des Eintrittswiderstandes.
In der Abbildung 10 sind die experimentelle Ergebnisse der Arbeits-
gruppe vom Dekker aus dem Jahr 2011 dargestellt. Die Messungen wurden
an Proben durchgefuhrt, die alle eine Membrandicke von 20 nm hatten. Aus
dem Graphen ist erkennbar, dass die gemessenen Punkte naher an den Fit
mit der eektiven Membrandicke von 8,6 nm statt 20 nm liegen. Ein Jahr
spater lieferte Godin mit seinem Team den Grund fur diese Abweichung.
1.4.2 Leitwert nach Godin
Godin et. al. verwendete das Modell 2012 insofern, als die Lange der
Nanopore von der Form der Nanopore abhinge [72]. Fur eine mit dem TEM
produzierte Nanopore ist die Form der Pore stark vom Fokuss des Elektro-
nenstrahls des TEMs abhangig und hat einen sanduhrformigen Querschnitt
der Lange nach. Dadurch wird die eektive Lange der Nanopore reduziert
und betragt 1/2 der ursprunglichen Lange der Nanopore bzw. der Mem-
brandicke. Dies fuhrt zu einer weiteren Modizierung der Gleichung fur den










In dieser Gleichung ist die Lange der Nanopore durch die eektive Lange
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Abbildung 9: Leitwert G gemessen in nS gegen Porendurchmesser d in nm,
veroentlicht vom Dekker et. al. in 2011. Alle gemessenen Proben hatten
eine 20 nm dicke Si3N4-Membran. Der graue Fit ist die Berechnung fur eine
zylindrische Nanopore ohne Beachtung des Eintrittswiderstands. Der rote
Fit ist die Kalkulation fur eine 0 nm lange, der blaue fur eine 8,6 nm lange
und der grune fur eine 20 nm lange Nanopore mit der Berucksichtigung des
Eintrittswiderstands (Bildquelle: [71]).
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leff ersetzt und ist die Halfte von der Membrandicke.  ist die spezische
Leitfahigkeit vom 1 M/l KCl-Elektrolyt bei 299 K und betragt 11,3 S/m
[73].













Diese Gleichung wird spater verwendet, um aus dem gemessenen Leitwert
die groe der entsprechenden Nanopore zu ermitteln.
1.5 Stromblockaden verursacht durch DNA
Ohne hier nochmals im Detail auf die Struktur der DNA einzugehen,
seien hier einige Eigenschaften, die fur die Translokationsmessungen der DNA
wichtig sind, genannt. Die doppelstrangige DNA hat einen Durchmesser von
2,2 nm. Fur die Translokationen wird -phage dsDNA verwendet. Diese DNA
besitzt 48,5 kbp (kilo Basenpaare) und ist 16,49 m lang. In einer wassrigen
und pH-neutralen Losung ist die DNA negativ geladen. 2005 wurde in der
Arbeitsgruppe C. Dekker gemessen, dass die eektive Ladung der DNA pro
Einheitslange bei qDNA=0,58 0; 02 Elektronen pro Basenpaar [74] liegt.
Die Anwesenheit einer dsDNA in der Nanopore resultiert zu einer
Stromblockade durch die Nanopore. Der Beitrag der Stromblockade verur-
sacht durch die dsDNA in der Nanopore wird wie folgt beschrieben [64]:
G = G(d) G(dmit DNA) (11)
dmit DNA =
q
(d2   d2DNA) (12)
Der Querschnitt der Nanopore ist bei Anwesenheit der DNA mit dem
Durchmesser dDNA um den Querschnitt der DNA reduziert auf einen eekti-
ven Durchmesser der Nanopore dmit DNA. Die Amplitude der Stromblockade,
verursacht durch die Anwesenheit der DNA in der Nanopore, hangt dem-
nach vom Porendurchmesser ab. Abbildung 10 zeigt, dass die Amplitude der
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Stromblockade fur kleine Nanoporen steigt und fur groe Nanoporen kleiner
wird [64]. Die Stromblockade durch eine 5 nm Nanopore hat im Vergleich zu
der Stromblockade durch 15 nm und 65 nm Nanoporen die grote Amplitude
und die kleinste Translokationszeit, wahrend die Stromblockade durch die 65
nm Nanopore eine kleinere Amplitude und eine groere Translokationszeit
aufweist.
Abbildung 10: Leitwertabnahme  G, die durch die DNA in der Nanopore
verursacht wird, gegen den Durchmesser der Nanopore d. Aus [75].
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1.6 Translokationszeiten der DNA durch eine Si3N4-
Nanopore
Die Translokationszeit  der DNA durch Festkorper-Nanoporen wird
in [75] als proportional zu der Lange des Molekuls L0 mit Exponent von
1,27 beschrieben. Die Messungen dazu wurden mit dsDNA Molekulen mit
einer angelegten Spannung von 120 mV in 1 Mol/l KCl-Losung durchgefuhrt.
Im Durchschnitt wird eine Translokationsgeschwindigkeit v0 von 10 mm/s
beobachtet. Dies entspricht einer mittleren Geschwindigkeit von 24 bp/s
fur die Translokationen von dsDNA mit verschiedenen Langen bei 120 mV
angelegter Spannung durch eine Nanopore mit 10 nm Durchmesser in einer
1 Mol/l KCl-Losung.
Bei den verwendeten Lambda Hind III-Marker handelt es sich um
dsDNA mit folgenden Fragmentgroen in Basenpaaren: 23120, 9416, 6557,
4361, 2322, 2027, 564, 125. Die Anzahl der Basenpaare ergibt fur die Frag-
mente die Translokationszeiten: 0,78 ms, 0,25 ms, 0,157 ms, 94 s, 42 s,
35 s, 7 s und 1 s.
Die Translokationszeiten variieren je nach Puer, da in verschiedenen
Puerlosungen dsDNA weniger oder mehr gefaltet vorliegen kann. Je hoher
die angelegte Spannung ist, desto starker ist die molekultreibende Kraft und
desto kleiner ist die Translokationszeit.
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2 Materialien und Methoden
In diesem Kapitel wird die Messmethode und das Messsystem beschrie-
ben. Anschlieend wird auf die Messzellen eingegangen, die fur die Realisie-
rung der DNA-Translokationsmessungen entwickelt wurden. Danach wird die
fur die Messungen benutzte DNA dargestellt. Im Anschlu werden die ver-
wendeten Puerlosungen erklart. Zum Ende dieses Kapitels wird der Aufbau
der Proben und die Herstellung der Nanoporen in den Si3N4-Membranen
prasentiert. Zum Abschluss wird die Hydrophilitat und die Methoden diese
zu verbessern beschrieben.
2.1 Messmethode
Das Prinzip der Messmethode fur die DNA-Sequenzierung ist in der
Abbildung 11 dargestellt. Uber die Si3N4-Membran wird die Kohlenstona-
norohre (CNT) gewachsen und kontaktiert. Anschlieend wird die Nanopore
mit dem TEM durch die CNT und die Membran gebohrt. Die Probe mit
der Nanopore wird in die Messzelle zwischen Messkanal 1 und 2 eingebaut.
Die Messkanale werden mit der Messlosung gefullt und eine Spannung wird
angelegt.
Durch die angelegte Spannung VION zwischen den Messkanalen bewegt
sich die dsDNA aus einem Messkanal in den anderen. Wahrend der dsDNA-
Translokation wird die Kapazitat an der CNT gemessen, die zwischen den
Enden der CNT, die nach der Bohrung resultierten, an der Nanopore ent-
steht. Durch die Anwesenheit der Ladung der DNA zwischen den Enden
der Kohlenstonanorohre wird die Kapazitat zwischen den beiden Enden
der CNT verandert. Je nach Base des DNA-Abschnitts variiert die Ladung
im DNA-Segment. Aus den Kapazitatsschwankungen, die zwischen den En-
den der CNT und dem DNA-Molekul entstehen, sollen so die entsprechende




Abbildung 11: Messkonzept fur die DNA-Sequenzierung. Die Siliziumprobe
ist grau dargestellt. Die oberste Schicht der Probe besteht aus Si3N4. Die Pro-
be ist von einer Seite geatzt, so dass eine dunne Si3N4-Membran entsteht. Auf
der Membran ist eine Kohlenstonanorohre (grau) gewachsen, die mit Gold-
streifen (gelb) kontaktiert ist. Durch die CNT und die Si3N4-Membran wurde
eine Nanopore (weiss) gebohrt. In einem Elektrolyt, dass aus positiven (rote
Kreise) und negativen (blaue Kreise) Ionen besteht, bendet sich die -DNA.
Durch die angelegte Spannung VION zwischen den Messkanalen bewegt sich
das DNA-Molekul von einem Messkanal in das andere. Wahrend der Trans-
lokation der DNA durch die Nanopore werden die Kapazitatsschwankungen




Andere Arbeitsgruppen, die an Ionenstrommessungen durch Nanopo-
ren arbeiten, verwenden den Axopatch 200 B. Das Gerat wurde speziell fur
die Messung von sehr kleinen ionischen Stromen entwickelt und hat eine
Bandbreite von 10 kHz und ist digitalisiert auf 100 kHz. Es verwendet einen
4-Pol-Bessel-Tiefpasslter mit 100 kHz Grenzfrequenz und hat eine Abtast-
lterung bei 250 kHz [76]. Da die genaueren Daten der Messelektronik nicht
bekannt sind und wir mehr Freiheiten diesbezuglich anstrebten, wurde eigene
Messtechnik fur die Translokationsmessungen umgesetzt.
In der Abbildung 12 ist die Schaltung der verwendeten Messelektro-
nik dargestellt. An der Spannungsquelle Yokogawa 7651 wird eine Spannung
angelegt, die zu einem ionischen Strom in der Messzelle durch die Nano-
pore fuhrt. Dieser ionische Strom zwischen den Messkanalen wird uber den
Stromvorverstarker DL Instruments Model 1211 mit dem digitalen Multi-
meter Agilent 34401 A detektiert. Basierend auf den digitalen Multimeter
Agilent 34401 A, das mit der Integrationszeit von 1,4 s und einer zeitli-
chen Auosung von 100 kHz (obere Grenze des Gerats) betrieben, wurde
das Signal uber den Stromvorverstarker DL Instruments Model 1211 detek-
tiert. Das detektierte Signal vom Multimeter und die angelegte Spannung
am Yokogawa werden uber die GPIB-Verbindungen am PC aufgenommen.
Der Vorteil dieser Methode ist, dass man die Bias-Spannung fur die
I(t)-Messungen beliebig anlegen kann, wahrend der Axopatch nur diskre-
te Spannungseinstellungen (z.B. 0,12 V) ermoglicht. Ein weiterer Vorteil ist
die Transparenz unserer Anordnung. Beim Multimeter wurde jeder einzelner
Schritt programmiert und jedes eingebautes Bauelement ist bekannt. Wo-
bei bei den Axopatch das
"
Innenleben\ und die einzelnen Bauelemente eher
Verschlusssache sind, um das Reproduzieren des teueren Messgerates zu er-
schweren. Das Rauschen der beiden Messmethoden ist in etwa gleich stark
und betragt ca. 100 pA. Der Nachteil dieser Messanordnung liegt darin, dass
bereits nach einer Messzeit von 0,1 Sekunden der Zwischenspeicher des Mul-
timeters voll ist und vor der weiteren Messung geleert werden muss. Auf diese
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Abbildung 12: Die verwendeten Geraten wurden wie folgt verbunden. Mit
Spannungsquelle Yokogawa 7651 wurde eine Spannung zwischen den Mess-
kanalen der Messzelle angelegt. Der so entstandene ionische Strom zwischen
den Messkanalen wurde uber den Stromvorverstarker DL Instruments Model
1211 mit dem digitalen Multimeter Agilent 34401 A an den PC weitergelei-
tet. Das Messsignal wurde am Messcomputer, das uber die GPIB-Kabel mit
dem Multimeter und dem Yokogawa verbunden ist, ausgewertet. Die blauen
Linien stehen fur die Datenverbindung zwischen dem Messrechner mit dem
Multimeter und der Spannungsquelle.
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Weise entsteht eine Messzeit von 0,1 Sekunden und eine Wartezeit von
0,3 Sekunden, in der der Zwischenspeicher des Multimeters geleert und fur
die weitere Messung vorbereitet wird.
2.3 Messzellen
Fur die Durchfuhrung der Translokationsmessungen wurden zwei Ty-
pen von Messzellen entwickelt, die spezielle Zwecke erfullen sollen. Wahrend
die Messzelle 1 fur die Sequenzierung der DNA entwickelt wurde und mit
Kontaktstiften ausgestattet ist, wurde Messzelle 2 fur Messungen bei ver-
iablen Temperaturen konzipiert und enthalt hierfur Peltertierelemente und
einen Temperatursensor. Beide Messzellen bestehen aus Polymethylmetha-
crylat (kurz PMMA oder umgangssprachlich Acrylglas bzw. Plexiglas ge-
nannt). Zum Einen ist Plexiglas ein Kunststo und die DNA haftet nicht dar-
an wie z.B. an Metallen. Zum Anderen ist Plexiglas durchsichtig, so dass die
Injizierung von Puerlosungen beobachtet werden kann und die Moglichkeit
die Fluoreszenz der DNA beobachten zu konnen gegeben ist, da es im fer-
nen UV-Bereich durchlassig ist [77]. Auerdem ist Plexiglas bestandig ge-
gen Saure und Laugen und ermoglicht Verbingungen durch Kleben oder
Schweien. Das Messvolumen sollte sehr gering sein, damit nur geringe DNA-
Mengen benotigt werden. Das Entweichen der Luft beim Befullen der Mess-
kanale ist sehr wichtig und wurde bei beiden Messzellen auf verschiedene
Arten gelost.
2.3.1 Messzelle fur DNA-Sequenzierung
Zuerst wurde die Messzelle fur die DNA-Sequenzierung entwickelt. Sie
besteht aus PMMA, besitzt ein Messvolumen von 2 x 15 ml und ist
ca. (100 x 40 x 40) mm gro.
Wie in der Abbildung 13 zu sehen ist, besteht die Sequenzierungs-Messzelle
(Messzelle 1) aus zwei Teilen aus PMMA, die zusammen geschraubt werden.
Jedes Teil der Messzelle hat eine Onung fur die Elektrode, die oben eine Mi-
kroklemme als Anschluss hat. Als Elektroden werden Ag-Stifte mit 0,9 mm
32
2.3 Messzellen
Abbildung 13: Zweiteilige Messzelle zur DNA-Sequenzierung aus PMMA.
Die Messzelle ist 40 mm breit und 40 mm hoch. Die weissen Stifte sind die
Schlieventile. In der Mitte verlaufen die Messkanale.
Durchmesser verwendet, die in einer 1 Mol/l KCl Losung 30 Minuten bei einer
angelegten Spannung von 1 V aufgeladen wurden. Die so entstandenen AgCl-
Elektroden wurden in eine Messingschraube mit einer Mikroklemme geklebt.
Die groe Bohrung oben mit Gewinde ist der Injektionskanal; uber diesen Zu-
gang wird der Messkanal mit einem Elektrolyt bzw. einer Puerlosung gefullt.
Der groe weisse Stift hat eine Bohrung und dient als Schlieventil, mit dem
die Verbindung zwischen Injektionskanal und Messkanal unterbrochen wer-
den kann. In der Mitte der beiden Messteilen innen ist eine Vertiefung fur
den Probenadapter und eine weitere Vertiefung fur Silikon-Dichtungsringe
angebracht. Wahrend auf der linken Messzelle die Vertiefung fur einen O-
Ring mit 0,9 mm Innendurchmesser sich bendet, der den linken Messkanal
zur Ruckseite des Probenadapters abdichtet, ist auf der rechten Messzelle die
Vertiefung fur einen O-Ring mit einem Innendurchmesser von 4,8 mm, der
den rechten Messkanal zur Frontseite des Probenadapters abdichtet.
Die Si3N4-Probe mit der Nanopore wird auf einen Probenadapter, der
in der Abbildung 14 links zu sehen ist, mit einem Kleber
"
Silicone Gasting
Compound\ in die Vertiefung des Probenadapters geklebt. Die Kontakte der
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Abbildung 14: Links der Probenadapter, in den die Si3N4-Probe reingeklebt
wird. Rechts die rechte Messzelle. Hier erkennt man die Vertiefung, in die
der Probenadapter platziert und mit dem O-Ring zur Messzelle abgedichtet
wird.
Abbildung 15: Links die rechte Messzelle mit dem Probenadapter, auf den
eine Si3N4-Probe eingeklebt ist. Die Messzelle ist 40 mm hoch. Rechts die
Messzelle mit den Anschlussen fur die Injektion und mit der Kontaktplatine,
die uber die Kontaktstifte mit dem Probenadapter verbunden ist.
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Kohlenstonanorohre werden mit Golddraht auf die Goldkontakte des Pro-
benadapters gebondet. Rechts in der Abbildung 14 ist die Messzelle mit dem
0,9 mm O-Ring zu sehen, auf das der Probenadapter anschliet, siehe Abbil-
dung 15 links. Der O-Ring mit 4,8 mm Durchmesser wird auf der Vorderseite
des Probenadapters platziert. Auf diese Weise dichtet der O-Ring die Si3N4-
Probe mit den Bonddrahten, die innerhalb des O-Rings auf der Vorderseite
des Probenadapters liegen, von den Kontaktachen auf dem Probenadapter,
die weiter am Rand vom Probenadapter liegen, ab. Auf diese runde Gold-
Kontaktachen treen die Kontaktstifte des Konkaktstiftadapters, der in der
Abbildung 15 rechts zu sehen ist.
Fur den Anschluss der Injizierungskanale wurden PTFE (Polytetrauorethylen)-
Schlauche verwendet. Die 3-Wege-Ventile und Anschlussschrauben (blau im
Bild) sind ebenfalls aus PTFE. PTFE ist Saure- und Lauge-resistent, weist
keine metallische Eigenschaften auf und wird aus diesem Grund sehr haug
auch in der Medizin verwendet.
Mit dieser Messzelle kann der ionische Strom gemesssen werden, der
zwischen den beiden Messkanalen durch die Si3N4-Nanopore iet. Gleich-
zeitig kann uber die Kontaktstifte der Widerstand und die Kapazitat der
Kohlenstonanorohre abgegrien werden kann.
2.3.2 Messzelle fur DNA-Translokationen
Wie die Messzelle 1 fur die DNA-Sequenzierung besteht auch die Mess-
zelle 2 fur die DNA-Translokationen aus PMMA. Die DNA-Translokation
kann zwar auch mit der Messzelle fur die DNA-Sequenzierung gemessen wer-
den, aber wegen der fehlenden Kontaktstifte konnte hier das Design verein-
facht und weiter optimiert werden. Wahrend die Messzelle 1 Entluftungskanale
hat, die sich knapp vor dem Anschluss des Probenadapters benden (siehe
Abbildung 14 rechtes Bild), besitzt die Messzelle 2 keine Entluftungskanale
und die Luft kann wahrend des Befullens uber den Abusskanal entweichen.
Die Messzelle 2 wurde in erster Linie konzipiert, um die Messussigkeit er-
hitzen und abkuhlen zu konnen. Messungen im Bereich von 273 K bis
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363 K konnten mit der Messzelle 2 realisiert werden. Da Messzelle fur die
DNA-Translokation quasi die zweite Generation der DNA-Messzelle darstellt,
wurden die Erfahrungen mit Messzelle 1 ubernommen, so dass die Messzelle
2 besser fur die DNA-Translokationen geeignet ist als die Messzelle 1.
Abbildung 16: Zweiteilige Messzelle fur die DNA-Translokationen aus
PMMA. Links der Entwurf der Messzelle auf einem CAD-Bild. Blau sind die
Anschlussschrauben, gelb die AgCl-Elektroden, orange die Dichtungsringe
und rot ist die Si3N4-Probe dargestellt. Rechts das Foto der Messzelle mit
rotem O-Ring und gelber Goldelektrode, die bis in das Messvolumen rein
geschraubt ist.
In Abbildung 16 links ist der Entwurf der Messzelle fur DNA-Translokation
zu sehen. Wie schon Messzelle 1 besteht auch diese Zelle aus zwei Teilen. Zwi-
schen die Teile wird die Si3N4-Probe mit der Nanopore positioniert, und die
beiden Teile werden mit einander verschraubt. Das Besondere dieser Messzel-
le ist der konusformige Messkanal, der wegen seiner Form das Entweichen der
Luft in den oben angeordneten Abukanal erlaubt. Wahrend der Elektro-
lyt bzw. die Puerlosung uber den Injektionskanal, der am unteren Ende des
Messreservoirs angebracht ist, hinein gepumpt wird, druckt die Flussigkeit
die enthaltene Luft nach oben in den Abusskanal. Auf diese Weise fallen die
zusatzlichen Bohrungen fur die Entluftung weg. Im Entwurf sind die blau-
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Abbildung 17: Messzelle fur die DNA-Translokationen. Links sind zwei
Messhalften mit einander verschraubt. Rechts ist das Gerust, auf das die
Messzelle aufgesetzt wird, mit den Peltierelementen in der Mitte und den
Temperaturreservoirs als Kupferblocke, an die die Peltierelemente angeklebt
sind.
Abbildung 18: Messzelle 2. Links der Entwurf der fertigen Messzelle mit den
einzelnen Komponenten auf einer CAD-Aufnahme und rechts das reale Bild
der Messzelle mit den Komponenten.
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en Schrauben die Anschlussschrauben aus PTFE. In der Mitte der rechten
Messzelle ist rot dargestellt die Probe zu sehen. Die gelben Stifte stellen die
AgCl-Elektroden dar, orange sind die Silikon-O-Ringe, die das Messvolumen
zu den Peltierelementen abdichten. Das Messvolumen pro Messkanal betragt
ca. 40 l. Die Groe der Messzelle 2 betragt in etwa (30 x 35 x 20) mm.
2.4 Spritzpumpe
Um die DNA-Losung mit einer gezielten Menge und bei einem klei-
nen konstanten Druck in das Messreservoir zufuhren zu konnen, wurde eine
Spritzpumpe fur die Injektion entwickelt (Abbildung 19).
Abbildung 19: Die selbstgebaute Spritzpumpe bestehend aus einer Plastik-
spritze mit Kunststokanule und einer Schraube mit mehreren Schrauben-
muttern. Durch das Drehen der Schraube wird stufenweise Druck auf die
Spritze ausgeubt und die Losung aus der Spritze durch die Kanule gepumpt.
An eine Schraube, rechts im Bild, wurden Schraubenmuttern geklebt und
die Schraube am Gehause aus Aluminium befestigt. In das Gehause wird eine
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Spritze mit der zu injizierenden Losung platziert. Durch das Drehen an der
Schraube (Druckdosierungsschraube) wird Druck auf die Spritze ausgeubt
und so die Flussigkeit der Spritze durch die Kunststokanule in das Messre-
servoir eingefuhrt. Durch zehn volle Umdrehungen der Schraube wird 1 ml
des Inhalts injiziert.
2.5 Verwendete DNA
Fur das Ziel des Projektes soll die sogenannte -DNA sequenziert
werden. Das Genom des -Phagen hat eine DNA-Sequenz mit 48502 bp (Ba-
senpaare). Die -DNA ist kommerziell erhaltlich und wurde bei BioLabs New
England gekauft. Die Lange des dsDNA-Molekuls mit 48502 bp ist 16,4 m
lang in gestreckter Form. Da die -Phagen DNA teuer ist, wurden viele Vor-
messungen mit konstengunstigeren DNA-Sequenzen, den -DNA Hind-III-
Markern, vollzogen. Hierbei handelt es sich um das -Phagen-Genom, das
in folgenden Fragmentgroen der Lange nach in Basenpaaren aufgespalten
wurden: 23120, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 564, 125. Diese Marker werden
unter Verwendung von anmethylierter -DNA und Restriktionsendonuklease
Hind III hergestellt. Die -DNA Hind-III-Marker sind ebenfalls kommerziell
erhaltlich und wurden bei Carl Roth in Karlsruhe gekauft.
2.6 Puerlosungen fur die DNA
Wie aus den vorherigen Kapiteln ersichtlich ist, ist die DNA ein hoch-
reaktives und verformbares Molekul, dessen Form von mehreren Parametern
abhangt. Einer dieser Parameter ist die Puerlosung, in der sich die DNA-
Molekule benden. Fur die Messungen ist eine ungefaltete, gestreckte DNA
erforderlich. Hierfur sind Substanzen, welche den pH-Wert im Bereich von
6,0 bis 8,0 puern, notig [78]. Als Elektrolyt wurde fur alle Messungen Kali-
umchlorid (KCl) verwendet; es eignet sich als Elektrolyt fur pH-Bereiche von
1 bis 13.
Folgende Substanzen wurden in den Messungen verwendet: Fur das
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Phosphat-Puer, das im pH-Bereich von 5,4 bis 8,0 puert, wurden
91,6 mg Dinatriumhydrogenphosphat [Na2HPO4] mit 70,7 mg Natriumhy-
drogenphosphat [NaHPO4] in 50 ml Reinstwasser gemischt. Die Losung hatte
eine Konzentration von 10 mM/l und einen pH-Wert von 7,4.
Tris-Puer wurde aus 645 mg Tris(hydroxymethyl)aminomethan hy-
drochlorid [C4H11NO3-HCl] und 116 mg Tris(hydroxymethyl)aminomethan
[C4H11NO3] in 50 ml Reinstwasser zusammen gesetzt. Die Losung wies eine
Konzentration von 100 mM/l und einen pH-Wert von 7,5.
PBS (phosphat buered saline) wurde aus 818 mg Natriumchlorid
[NaCl], 177 mg Dinatriumhydrogenphosphatdehydrat [Na2HPO4*2H2O],
20 mg Kaliumchlorid [KCl], 24 mg Kaliumdihydrogenphosphat [KH2PO4]
und 1 l Reinstwasser vermischt. Es ergab sich eine Losung mit einem pH-
Wert von 7,3 und einer Konzentration 100 mM/l.
Das Essigsaure-Acetat-Puer wurde aus 42,35 mg Essigsaure [C2H4O2]
und 7,65 mg Natriumacetat [C2H3NaO2] mit 50 ml Reinstwasser gemischt.
Die Losung ergab einen pH-Wert von 4,0 und eine Konzentration von
100 mM/l.
Der pH-Wert der Losungen wurde mit dem pH-10-Stift der Firma
VWR bestimmt. Unmittelbar vor den pH-Messungen wurde das pH-Messgerat
in Puern mit den pH-Werten 4, 7 und 10 kalibriert.
Es wurden mehrere verschiedene Puerlosungen verwendet, da die
dsDNA gefaltet bei den Messungen vorlag und mit den Variationen des Puf-
fers wurde versucht, die richtige Puerlosung zu nden, bei der die dsDNA
ungefaltet detektiert werden kann. Erst nach dem Besuch in Lausanne wurde
die Essigsaure-Acetet-Puerlosung fur die Messungen eingesetzt.
2.7 Probenherstellung
Die Arbeitsgruppen aus dem Projekt, die an den Ionenstrommessun-
gen durch Nanopore tatig sind, haben Si3N4-Membranen verwendet, wobei je
nach Gruppe die Membrandicke und das Herstellungsverfahren der Proben
variieren. Ein typisches Gerat, das in anderen Arbeitsgruppen zur Produk-
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tion von Nanoporen durch die Si3N4-Membran benutzt wird, ist TEM. In
Regensburg wurde neben dem TEM auch noch FIB zur Herstellung von Na-
noporen verwendet.
2.7.1 Aufbau der Si3N4-Proben
Die verwendeten Membranen wurden kommerziell hergestellt und bei
Applied NanoStructures Inc. (Santa Clara, USA) gekauft. Die Proben beste-
hen aus einer 300 m dicken hoch n-dotierten Si-Schicht, uber der
300 nm SiO2 als Isolatorschicht und danach 50 nm super low stress Si3N4
mit LPCVD (low pressure chemical vapour deposition) aufgebracht wurden.
Im Anschluss wurden Si und SiO2 so gezielt weg geatzt, dass auf einer
(2,5 x 2,5)-mm Probe zwei Membranen mit den Querschnitten von
(30 x 106) m und (56 x 106) m entstanden. Die Dicke der Membranen
betragt, so wie die Dicke der Si3N4-Schicht, 50 nm.
2.7.2 Wachstum von CNTs auf Si3N4-Membranen
Mit dem Ziel, dass die Kohlenstonanorohren (engl. carbon nanotubes,
CNTs) als Detektoren fur die DNA-Sequenzierung dienen sollen, werden sie
auf den Membranen gewachsen. Dafur werden zunachst Katalysatorpartikel
aus Fe(NO3)3*9H2O, Al2O3 und MoO2(acac)2 auf die Oberache von Si3N4-
Membranen lokal aufgetragen [79]. Im CVD- (chemichal vapor deposition)
Ofen wachsen aus den Katalysatorpartikeln bei 1173 K unter Durchuss von
CH4, Argon und H2 einwandige Kohlenstonanorohren (engl. single walled
carbon nanotubes, SWCNTs). Nach dem Wachstum werden am REM Posi-
tionen und Lange der Kohlenstonanorohren festgehalten. Am Rasterkraft-
mikroskop (engl. atomic force microscope, AFM) wird der Durchmesser der
Nanorohren vermessen, um sicher zu stellen, dass es sich um SWCNTs und
nicht mehrwandige Kohlenstonanorohre (engl. multi walled carbon nanotu-
be, MWCNTs) handelt. Es folgt die Kontaktierung der Nanorohren mit
55 nm Pd und 25 nm Au. Anschlieend wird durch die Si3N4-Membran und
durch die Nanorohre eine Nanopore mit dem Elektronenstrahl des Transmis-
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sionselektronenmikroskops (TEMs) gebohrt. Mit dem Fokus des Elektronen-
strahls und mit der Bestrahlungszeit kann der Durchmesser der entstandenen
Nanopore variiert werden.
Abbildung 20: REM-Aufnahme zweier Nanorohren, die auf einer Si3N4-
Membran gewachsen sind. Rechts die Nanorohren nach der Kontaktierung




Abbildung 21: TEM Aufnahmen der Nanorohre aus dem Bereich A vor (lin-
kes Bild) und nach (rechtes Bild) dem Bohren einer 10 nm Nanopore mit
dem Elektronenstrahl. Die Mastabsskala betragt 20 nm. Der Abstand von
der Nanopore bis zur Nanorohre ist links etwa 5 nm und rechts ca. 15 nm.
Die TEM Bilder wurden vom Matthias Heise am Philips Tecnai TEM auf-
genommen.
In den Abbildungen 20 bis 26 sind REM Aufnahmen von Kohlensto-
nanorohren vor und nach dem Kontaktieren mit Pd und TEM Bilder der
Nanorohren vor und nach dem Bohren mit dem Elektronenstrahl dargestellt.
Um den Bereich der Zerstorung der Nanorohre um die Nanopore zu mini-
mieren, wurde der Elektronenstrahl auf der Ruckseite der Membran, nicht
die Oberache mit der Nanorohre, ausgerichtet. Der zerschossener Bereich
der Kohlenstonanorohre ist bei dieser Methode zwar kleiner, als wenn man
direkt uber der Nanorohre bohren wurde, aber es besteht so die Moglichkeit,
dass die Nanopore die Nanorohre nur zum Teil (wie in Abbildung 26) oder
gar nicht trit, wie in Abbildung 24 zu sehen ist. Auf den REM Bilder sind
die Nanorohren weie bzw. schwarze dunne Faden. Die CNTs sind wegen der
Auadung durch den Elektronenstrahl auf den REM-Aufnahmen sichtbar.
Die weie rundformige Strukturen auf der Membran sind die Katalysator-
partikel, aus denen die Nanorohren wachsen. Die Mastabsskala der TEM-
Bilder ist um den Faktor 1000 kleiner als der REM-Aufnahmen. Die dunkle
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Abbildung 22: TEM Aufnahmen der Nanorohre aus dem Bereich B vor und
nach dem Bohren mit dem Elektronenstrahl. Links die TEM-Aufnahme der
Nanorohre vor dem Bohren. Rechts die Nanorohre nach dem Bohren einer
10 nm Nanopore. Die Mastabsskala betragt 20 nm. Der Abstand von der
Nanopore bis zur Nanorohre ist links und rechts ca. 15 nm. Die TEM Bilder
wurden vom Matthias Heise am Philips Tecnai TEM aufgenommen.
Abbildung 23: REMAufnahmen einer Probe mit Nanorohre. Links REM-Bild
der Nanorohre auf der Si3N4-Membran. Rechts Bild nach dem Kontaktieren
der Nanorohre. Die Mastabsskala betragt 10 m.
Schatten an die die Nanorohre angrenzt, sind die Pd-Au-Kontakte.
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Abbildung 24: TEM Aufnahmen der Nanorohre zwischen den Kontakten 4
und 5. Links die TEM-Aufnahme vor dem Bohren mit dem Elektronenstrahl.
Rechts die Nanorohre nach dem Bohren einer 10 nm Nanopore. Die Mastab-
sskala betragt 20 nm auf dem linken und 10 nm auf dem rechten Bild. Die
CNT bendet sich uber dem blauen Pfeil. Die Nanopore mit dem Durchmes-
ser von etwa 10 nm liegt nicht in der Nahe der Nanorohre. Die TEM Bilder
wurden vom Matthias Heise am Philips Tecnai TEM aufgenommen.
Abbildung 25: REM Aufnahmen einer weiteren Probe mit Nanorohre. Links
das REM-Bild der Nanorohre auf der Si3N4-Membran. Rechts das Bild nach
dem Kontaktieren der Nanorohre. Die Mastabsskala betragt 10 m links
und 20 m rechts.
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Abbildung 26: TEM Aufnahmen der Nanorohre zwischen den Kontakten 2
und 3. Links die TEM-Aufnahme vor dem Bohren mit dem Elektronenstrahl.
Rechts die Nanorohre nach dem Bohren einer 10 nm Nanopore. Die Mastab-
sskala betragt 10 nm auf dem linken und 20 nm auf dem rechten Bild. Die
Nanopore mit dem Durchmesser von etwa 10 nm geht nur zum Teil durch die
Nanorohre. Die TEM Bilder wurden vom Matthias Heise am Philips Tecnai
TEM aufgenommen.
2.7.3 Herstellung von Festkorper-Nanoporen mit TEM
Die verbreiteste Methode Festkorper-Nanoporen herzustellen, ist die
Verwendung eines TEM (Transmissionselektronenmikroskop) auf Si3N4-Membranen.
Dabei wird der fokussierte Elektronenstrahl des TEMs mit 300 kV beschleu-
nigt und auf die dunne Membran ausgerichtet. Die Dosierung wird so gewahlt,
dass die entstandene Nanopore einen Durchmesser von moglichst kleinen
Durchmesser von einigen nm hat. Die Bohrungen der Nanoporen mit dem
TEM wurden vom Matthias Heise durchgefuhrt. An der Universitat Regens-
burg sind zwei TEMs in der Arbeitsgruppe von Prof. Zweck im Einsatz, ein
Philips CM 30 und ein Philips Tecnai. Die Probenhalter der TEMs sind fur
kleine Proben ausgelegt nicht groer als 2,2 x 2,2 mm. Da unsere gelieferte
Proben mit zwei Membranen aber 2,5 x 2,5 mm gro sind, ist eine Reduzie-
rung der Probenache notig. Dazu wurden die Proben mit einem Diaman-
tritzer angekratzt und vorsichtig gebrochen, so dass Proben mit
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(2,0 x 2,0) mm bis (2,2 x 2,2) mm Flachen entstehen.
Wahrend die derzeitige Auosungsgrenze vom TEM bei 0,05 nm liegt,
bleibt die Realisierung einer 1 nm Nanopore aufgrund der Abtragung des
Materials von der Oberache mittels eines Elektronenstrahls nicht trivial. Die
notwendige Energie der Elektronen, um Material durch Kollisionen von der
Oberache abzutragen, liegt bei etwa 100 keV. Eine mogliche Verschiebung
der Probe wahrend der Bestrahlung, die verwendete Blenden, die angelegte
Spannung und die Wechselwirkungen unter der Elektronen begrenzen den
kleinsten Durchmesser der entstehenden Nanopore. Eine Nanopore mit einem
Durchmesser von etwa 10 nm, die mit dem TEM Philips Tecnai bei 300 kV
produziert wurde, ist in Abbildung 27 zu sehen.
Abbildung 27: TEM-Aufnahme einer Si3N4-Nanopore mit Durchmesser von
ca. 10 nm. Die Pore wurde durch eine 50 nm dicke Si3N4-Membran mit dem
Elektronenstrahl des TEM Philips Tecnai gebohrt. Das TEM Bild wurde
vom Matthias Heise am Philips Tecnai TEM aufgenommen.
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2.7.4 Herstellung von Festkorper-Nanoporen mit FIB
Eine weitere Moglichkeit, Nanoporen in Si3N4-Membranen durch Kol-
lisionsprozesse herzustellen, stellt die Verwendung eines FIB-Gerats (focused
ion beam) dar. Bereits 2008 hat die Arbeitsgruppe um Prof. Kotula Nanopo-
ren mit einem Durchmesser von 20 nm auf der Ausgangsseite der Pore mit
dem FIB unter Zuhilfenahme eines Partikeldetektors auf der Ruckseite der
Probe hergestellt [80]. Wenn der Ionenstrahl auf die Vorderseite der Probe die
Membran trit, so wird der Partikeldetektor hinter die Ruckseite der Probe
platziert. Auf diese Weise kann der Ionenstrahl abgeschaltet werden, sobald
am Detektor die ersten durch die Membran transmitierten Galliumatome des
FIBs gemessen werden.
Das Auosungsvermogen eines FIBs mit Galliumatomen, die oft zum
Materialabtrag und somit fur hohe Emissionstrome (50 nA bei 30 kV) kon-
zepiert wurden, betragt etwa 10 nm. Die kleinstmoglichen Nanoporen, die
mit dieser Methode fabriziert werden konnen, haben einen Durchmesser von
etwa 20 nm. Aufgrund der hoheren Masse der Galliumatome im Vergleich zu
den Elektronen sind bei dieser Methode keine so hohe Spannungen von uber
100 kV, wie beim TEM erforderlich. Ohne Verwendung eines Partikeldetek-
tors werden die mit dem FIB produzierten Nanoporen groer. Die kleinsten
so hergestellten Nanoporen weisen einen Durchmesser von 300 nm. In der
Abbildung 28 ist z.B. eine Nanopore mit 280 nm Durchmesser auf der REM-
Aufnahme zu sehen. Die Dicke der Membranen, die beim Bohren mit FIB
verwendet werden, konnen zwischen 50 und 1000 nm variieren, wahrend die
Membrandicke beim Bohren mit dem TEM nicht mehr als
100 nm betragen darf, um fur die Elektronen noch transparent zu sein. Mit
dem TEM konnen somit kleinere Nanoporen bis hin zu einem 1 nm Durch-
messer auf sehr dunnen Membranen (20 bis 100 nm) hergestellt werden. Mit
dem FIB sollte man mehr als 50 nm dicke Membranen verwenden, wobei
die Dicke auch 1 m uberschreiten kann. Ebenso kann der Durchmesser der




Abbildung 28: REM-Aufnahme einer Si3N4-Nanopore mit dem Durchmesser
von ca. 280 nm. Die Pore wurde durch eine 50 nm dicke Si3N4-Membran
mit dem Gallium-Ionenstrahl bei 30 kV Beschleunigungsspannung und 1 pA
Emissionsstrom gebohrt.
2.8 Hydrophilie





liebend\. Das Gegenteil der Hydrophilie ist
Hydrophobie und bedeutet wasserabweisend. Der Grund fur diesen Unter-
schied stellt die Polaritat der Molekule dar [81]. Jedem Element wird die
Elektronegativitatszahl (EN) [82] zugeordnet, die ein Ma fur die Fahigkeit
eines Atoms, in einer chemischen Bindung Elektronenpaare an sich zu binden,
ist. Fur ein Molekul aus zwei gleichen Atomen wie O2 ist die Elektronega-
tivitatsdierenz der einzelnen Atome gleich Null, und somit ist das Molekul
unpolar. Die polarste Verbindung zwischen zwei Atomen stellt Lithiumuo-
rid dar. Sie hat eine Elektronegativitatsdierenz (F, EN = 4,17; Li,
EN = 0,97) EN = 3,2. Im Allgemeinen spricht man von einer unpolaren
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Verbindung bei EN < 0,5 und von einer polaren Verbindung fur
EN > 0,5 . Mit der Hydrophilie ist die Loslichkeit eines Stoes eng ver-
bunden. So lassen sich Stoe gut miteinander losen, wenn beide Stoe polar
bzw. beide unpolar sind.
Wasser ist eine polare Verbindung mit einer Elektronegativitatsdierenz
von EN = 1,3 (Wasser EN = 2,2 und Sauersto EN = 3,5). Aus diesem
Grund losen sich die polaren Substanzen gut in Wasser auf und nur sehr
schlecht in unpolaren Losungsmitteln.
In der Praxis kann man den Grad der Hydrophilie relativ leicht be-
stimmen. Betrachtet man den Tropfen Wasser auf einer Oberache, so ist
der Winkel zwischen der Oberache und dem Wassertropfen fur hydropho-
be Stoe zwischen 0 und 90 (siehe Abbildung 29). Fur hydrophile Stoe
liegt der Winkel zwischen 90 und 180. Bei hydrophoben Stoen
"
versucht\
das Wasser die Kontaktache zum Substrat zu minimieren. Je hydrophober
ein Sto ist, desto kleiner ist der Kontaktwinkel zum Wassertropfen und de-
sto kleiner ist dementsprechend die Kontaktache. Bei hydrophilen Stoen
hingegen verteilt sich der Wassertropfen breitachig auf der Oberache. Je
hydrophiler das Element ist, desto groer ist der Kontaktwinkel und desto
groer ist die Beruhrungsache. Wie in Abbildung 29 zu sehen, ist bei der
unbehandelten Si3N4-Probe die Oberache hydrophob. Der Wassertropfen
verteilt sich sehr schlecht auf der Probe. Er ist sehr hoch und der Kontakt-
winkel ist kleiner als 90 (rechtes Bild der Abbildung 29). Nach der Ablage-
rung von 1 nm Al2O3 [83] auf der sonst hydrophoben Si3N4-Oberache wird
die Oberache hydrophil, und der Wassertropfen verteilt sich breitachig,
wahrend der Kontaktwinkel zwischen der Si3N4-Membran und dem Wasser-
tropfen uber 90 betragt (linkes Bild der Abbildung 29).
2.8.1 Si3N4-Proben
Hydrophilitat bzw. wasserliebende Eigenschaft der Si3N4-Oberache
ist ein wichtiger Schritt fur die Translokationsmessungen. Im Laufe dieser
Arbeit wurden 3 Methoden getestet, um die Hydrophilie der sonst hydro-
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Abbildung 29: Ein Wassertropfen auf der Oberache einer Si3N4-Membran.
Links ist der Wassertropfen sehr hoch, der Kontaktwinkel ist kleiner als 90.
Die Si3N4-Oberache ist noch unbehandelt und deswegen hydrophob. Rechts
ist die Si3N4-Probe nach der Auftragung von 1 nm Al2O3 mit der ALD zu
sehen. Die Oberache ist nun hydrophil, der Kontaktwinkel ist groer 90
und der Wassertropfen verteilt sich ach auf der Oberache der Probe.
phoben Si3N4-Oberache zu erhohen. Da die Flussigkeit durch ein extrem
kleines Loch, die Nanopore, passieren soll, ist eine thermische Behandlung
der Oberache nicht ausreichend.
Die erste Methode ist das chemische Atzen der Oberache mit 98%-ige
Schwefelsaure gelost in 30%-igen Hydrogenperoxyd [84]. Mit dieser Methode
erreicht man sehr gut hydrophiles Verhalten der Si3N4-Proben. Der Nachteil
dieser Methode ist die Belastung der empndlichen Si3N4-Membran in der
turbulenten Atzmischung, auerdem verliert die Oberache ihre hydrophile
Eigenschaft, sobald die Probe aus der wassrigen Umgebung entnommen wird.
Die zweite Methode die Hydrophilie der Si3N4-Probe zu steigern, ist
das Aufbringen von Al2O3 auf die Oberache von Si3N4 mittels atomic layer
deposition (ALD) [83]. Bereits das Deponieren von wenigen Monolagen Al2O3
ist ausreichend, um die hydrophilen Eigenschaften der Probe zu steigern.
Diese Methode wurde favorisiert, da sie im Vergleich zu anderen Methoden
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am schonensten fur die Si3N4-Membranen ist und auerdem die hydrophile
Eigenschaften der Oberache auch nach dem Entnehmen aus der Flussigkeit
uber einen langeren Zeitraum konstant gut bleiben.
Im letzten Jahr der Arbeit wurde auch eine dritte Methode getestet,
die aus der Gruppe Prof. C. Dekker TU Delft stammt. Bei dieser Methode
geht es darum, die Probe unmittelbar nach dem Bohren der Nanopore mit
dem TEM bzw. FIB in einer Mischung aus Wasser und Ethanol im Verhaltnis
1:1 zu lagern. Diese Methode weist die besten hydrophilen Eigenschaften im
Vergleich zu den anderen beiden Rezepten auf, doch die Lagerung in der
ussigen Umgebung stellt fur die Membranen eine groere Belastung dar,
so dass nahezu alle Si3N4-Membranen nach der Lagerung im Ethanolwasser
durchgebrochen waren. Nach vielen Versuchen wurde diese Methode aufge-
geben; mehr Details dazu folgen in Kapitel 3.
2.8.2 PDMS-Dichtung
Fur die meisten Zwecke sind Silikon-Dichtungen ein guter und e-
zienter Mittel zum abdichten. Kommt man aber in den Bereich von 1 mm
Innendurchmesser und kleiner, so stellt die hydrophobe Eigenschaft der Si-
likondichtungen ein groeres Hindernis dar. Fur einen O-Ring mit 0,9 mm
Innendurchmesser im ungequetschten Zustand reduziert sich z.B. der Innen-
durchmesser bei Belastung auf 0,5 mm und weniger. In diesem Fall sind die
hydrophoben Oberachen des O-Rings sehr nah an einander und das Passie-
ren der Flussigkeit durch den O-Ring kann nicht mehr erfolgen.
Eine Abhilfe bieten PDMS-Dichtungen an [85]. PDMS steht fur Poly-
dimethylsiloxan und ist ein Polymer auf Siliziumbasis, das durchsichtig und
chemisch stabil ist. Die einzelnen Komponenten werden im Verhaltnis 10:1
vermischt und anschlieend im Ultraschallbecken von Luftblaschen befreit.
Die Losung wird in eine Form gegossen und am besten bei niedrigen Tempe-
raturen (z.B. 2 h bei 80C ) ausgehartet. Der so entstandener PDMS-Film
hat in etwa eine Dicke von 0,2 mm. Danach wird die benotigte Form mit
dem Skalpel geschnitten und mit einem Stift ein ca. 1 mm groes Loch in
52
2.8 Hydrophilie
die Dichtung gestochen. In dieser Form hat die Dichtung noch hydrophobe
Eigenschaften, weswegen eine Oberachenbehandlung notig ist.
Zwei Methoden wurden fur die Behandlung der Oberache der PDMS-
Dichtung ausprobiert. Die gangigste Methode ist die Behandlung der Dich-
tung mit dem Plasmaverascher, mit dem organische Stoe und Verunreini-
gungen von der Oberache entfernt werden [86]. Diese Behandlung wurde lan-
ge praktiziert, bis bei einem Vergleich der Hydrophilitat mit Proben aus Lau-
sanne (AG Prof. Radenovic) festgestellt wurde, dass die PDMS-Dichtungen
aus der Schweiz bei gleicher Behandlung mit dem Plasmaverascher bessere
Hydrophilitat aufweisen. Nach diesem Befund wurden neue Methoden getes-
tet und das chemische Ionenatzen mit der RIE (reactive ion etching) mit
Hilfe des O2- und CHF3-Gases als eektivere Methode zur Steigerung der
Hydrophilitat entdeckt. Die Hydrophilitat der PDMS-Dichtungen nach der
Behandlung mit der RIE ist starker als die der PDMS-Dichtungen aus der
Schweiz. Die noch besseren hydrophile Eigenschaften erwiesen sich spater als




In diesem Kapitel werden die experimentellen Ergebnisse der ioni-
schen Strommessungen durch die Nanoporen vorgestellt. Zuerst kommt eine
Ubersicht der verwendeten Proben. Danach werden die Leitwertmessungen
mit verschiedenen Puern und bei verschiedenen Konzentrationen prasentiert,
die fur die Auswahl der Puerlosung und fur die Prufung der Messzellen auf
die Dichtheit gedient haben. Im Anschluss folgen die Leitwertmessungen mit
unterschiedlichen Elektroden, bei denen verschiedene Elektrodenmaterialien
verglichen wurden. Danach wird auf die Translokationsmessungen eingegan-
gen.
Alle Messungen sowohl mit der Messzelle 1 als auch 2 wurden in-
nerhalb eines Faraday-Kags durchgefuhrt, der eigens dafur gebaut wurde,
um die Storsignale zu minimieren. Die Kabel, die die Gerate auerhalb des
Kags mit denen innerhalb verbinden, wurden mit Ferritkernen versehen,
um hochfrequente Storungen auf Leitungen auerhalb des Faraday-Kags zu
dampfen. Die Elektrolyt- und die Puerlosungen wurden uber Spritzen mit
Kunstonadeln in die Messreservoirs eingespritzt. Sobald Proben mit Mem-
branen in die Messzelle eingebaut waren, wurden die Flussigkeiten uber die
selbstgebaute Spritzpumpe, die in der Abbildung 19 dargestellt ist, in die
Kanale eingefuhrt, um die Druckschwankungen wahrend des Spritzvorgangs
zu minimieren und um bei DNA-Injektionen die zugegebene Menge genau
dosieren zu konnen.
3.1 Verwendete Proben
Eine Ubersicht der verwendeten Proben bzw. Nanoporen.
Von den Proben 2B und 2D liegen TEM Aufnahmen vor (Abbildung 30).
Die Aufnahmen wurden vomMatthias Heise mit dem Philips Tecnai TEM bei
300 kV gemacht. Aus den TEM-Bilder erkennt man, dass die Probe 2B einen
Durchmesser von ca. 20 nm und Probe 2D von 8 nm haben. TEM-Bilder von
der Probe 4 gibt es leider nicht, aber aus den Messungen des Leitwerts ergibt
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Abbildung 30: TEM Aufnahmen von Nanoporen. Links die Probe 2B mit
der Nanopore mit ca. 20 nm Durchmesser und rechts die Probe 2D mit der
Nanopore von ca. 8 nm Durchmesser. Die TEM Bilder wurden vom Matthias
Heise am Philips Tecnai TEM aufgenommen.
sich nach der Gleichung 10 ein Durchmesser der Nanopore von etwa 6,7 nm.
Der Durchmesser der Nanopore von der Probe 6rot ist unbekannt, da keine
TEM-Aufnahmen von der Nanopore existieren und die Messungen des Leit-
werts hohe ionische Strome liefern, die auf die durchgebrochene Membranen
zuruck zu fuhren sind.
3.2 Verschiedene Puerlosungen
Zu Beginn wurde der elektrische Leitwert von verschiedenen Puf-
ferlosungen gemessen. In der Abbildung 31 ist der ionische Strom in A
gegen die angelegte Spannung in V von Kaliumchlorid, Phosphatpuer und
Trishydroxymethyl-aminomethanpuer zu sehen. Die Messungen wurden mit
der Messzelle 1 bei Raumtemperatur durch ein 1-mm-Loch (Loch des Pro-
benhalters von der Messzelle 1) mit AgCl-Elektroden und bei gleichen Kon-
zentrationen der Puer durchgefuhrt.
Wie aus den Kennlinien der Abbildung 31 zu erkennen ist, ist der Leit-
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Abbildung 31: I-V-Kennlinien von KCl, Phosphat- und Trispuer. Der ioni-
sche Strom wurde durch ein 1-mm-Loch bei einer Konzentration von
100 mM/l gemessen. Dabei wurden stets die AgCl-Elektroden verwendet.
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wert der verwendeten Losungen in etwa gleich gro, wobei der vom Phos-
phatpuer etwas hoher ist. Aus diesem Grund wurden die Messungen in den
ersten Monaten mit dem Phosphatpuer vollzogen. Spater stellte sich her-
aus, dass die Phosphatpuerlosung zwar sehr gut fur kurze DNA-Fragmente
(20 bp) geeignet ist, aber fur langere DNA-Fragmente mit 50.000 Basenpaa-
ren, wie die -DNA, ist dieses Puer nicht geeignet. Bei der Verwendung
von Phosphatpuer sind die langen DNA-Fragmente gefaltet und konnen so
nur sehr schwer die Nanoporen passieren. Acetatpuer mit der Beimischung
von EDTA ist beispielweise eine gute Losung fur lange DNA-Fragmente. Mit
dem Erscheinen des Artikels [47] von B. Krasniqi wurde klar, dass die EDTA
die Faltung der dsDNA verhindern kann und deswegen eine Beimischung von
EDTA in die Puerlosung erforderlich ist.
3.3 Konzentration des Elektrolyts
In der Abbildung 32 sind I-V-Kennlinien mit verschiedenen Konzen-
trationen, von 10 mM/l bis 3 M/l von Kaliumchlorid dargestellt. Die Mes-
sungen wurden mit AgCl-Elektroden von +0,2 V bis -0,2 V mit der Messzelle
1 bei Raumtemperatur aufgenommen. Dabei wurden die Messungen immer
bei +0,2 V gestartet. Der ionische Strom wurde zwischen dem Messreservoir
1 und Messreservoir 2 durch die 1 mm-Onung des Probenadapters von der
Messzelle 1 aufgenommen.
Die Tragheit des Systems, sprich die sprunghafte Erhohung des ioni-
schen Stromes bei einer angelegten Spannung und danach ein langsames Ab-
klingen auf die lineare Proportionalitat des Stromes in Abhangigkeit von der
angelegten Spannung, erkennt man sehr gut an den Leitwertmessungen bei
verschiedenen Konzentration des Elektrolyts. Bei den I-V-Kennlinien (Abbil-
dung 32) von KCl durch ein 1-mm-Loch mit AgCl-Elektroden erkennt man
an den 3 Mol- (schwarze Quadrate) und 1 Mol-Kennlinien (blaue Dreiecke)
die Tragheit des Systems. Die Kalium- und Chloridionen bewegen sich relativ
schnell zu den Elektroden, wenn die Spannung von 0 V auf +0,2 V erhoht
wird. Erst nach einiger Zeit stellt sich ein Gleichgewicht zwischen den ieen-
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Abbildung 32: I-V-Kennlinien vom KCl-Elektrolyt. Der ionische Strom wurde
durch ein 1-mm-Loch bei den verschiedenen Konzentration von KCl gemes-
sen. Dabei wurden stets die AgCl-Elektroden verwendet. Eingefugt ist der
Graph des Leitwertes aufgetragen gegen die Konzentration von KCl in M/l.
den Ionen zu den Elektroden und den Gegenionen ein und der ionische Strom
steigt linear mit der Spannung ein. Ein Versatz des ionischen Stroms ist bei
der 3 M-Kennlinie zwischen 0,1 - 0 V und bei der 1 M-Kennlinie zwischen
0,15 bis - 0,05 V ebenfalls sichtbar. Eine mogliche Ursache hierfur konnte
ein Luftblaschen, das sich an der Oberache des Lochs kurz festgehalten hat,
sein. Rein theoretisch konnte es sich auch um einen Schmutzpartikel bzw.
ein groeres Bakterium handeln, da bei diesen Messungen noch keine Filter
fur die Elektrolyt- und Puerlosungen verwendet wurden. Die Luftblaschen,
die bereits bei so groen Onungen eine wichtige Rolle spielen, gewinnen
noch weiter an Aufmerksamkeit wenn die Onung, durch die die Flussigkeit
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passieren soll, kleiner wird.
Unter anderem dienten die Konzentrationsvariationen auch dazu, die
Messzellen auf die Abwesenheit von Leckstellen zu testen, indem die zu er-
wartende Leitwerte verglichen wurden. Bei Auftretenden Leckstromen wur-
den die Dichtungen ausgetauscht bzw. die Schrauben, die die beiden Halften
der Messzelle zusammen halten, fester angezogen.
3.4 Elektroden
Die I-V-Kennlinien der Abbildung 33 wurden durch die 1 mm-Onung
des Probenadapters von der Messzelle 1 in 100 mM/l KCl Elektrolyt aufge-
nommen. Die Messungen wurden stets bei +0,2 V gestartet und liefen bis
-0,2 V. Diese Messungen erfolgten bei Raumtemperatur mit der Messzelle 1.
Usprunglich war die Verwendung von Goldelektroden fur die Mes-
sungen vorgesehen. Doch bald darauf wurden auch andere Elektroden in
Betracht gezogen. Ein Vergleich der Messsignale bei verschiedenen Elektro-
den ist in Abbildung 33 zu sehen. Das Messsignal ist bei Au-Elektroden
am schwachsten und bei den AgCl-Elektroden am starksten. Allein wegen
der Leitfahigkeit ist die Verwendung von AgCl-Elektroden sinnvoll. Hinzu
kommt die Eigenschaft, dass die DNA-Fragmente sich schnell an den Gold-
oberachen anhaften und bei den AgCl-Oberachen tun sie es nicht, wie
von der Arbeitsgruppe von Prof. Radenovic aus Lausanne mitgeteilt wurde.
Nach diesen Erkenntnissen wurden alle Messungen nur noch mit den AgCl-
Elektroden durchgefuhrt. Die Elektroden wurden unter den gleichen Bedin-
gungen aufgeladen und nach einem Einsatz von mehr als 3 Wochen immer
neu aufgeladen, da eine Abnahme des Signals mit den alteren Elektroden
beobachtet wurde.
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Abbildung 33: I-V-Kennlinien vom 100 mM/l KCl-Elektrolyt unter Verwen-
dung von AgCl-, Gold- und Platinelektroden.
3.5 Leitwert der Nanoporen
Die I-V-Kennlinien der Abbildung 34 wurden mit der Messzelle 1 bei
Raumtemperatur aufgenommen. Es wurden AgCl-Elektroden verwendet. Der
ionische Strom wurde durch die Nanopore der Probe 2B, mit einem Durch-
messer von etwa 25 nm, aufgenommen. Die blau Kennlinie wurde in einer
1 M/l Kaliumchloridlosung von +0,2 V bis -0,2 V aufgezeichnet. Die Mes-
sung mit der roten Kennlinie verlief von +0,1 V bis -0,1 V in einer 10 mM/l
Phosphatlosung.
Der Leitwert durch die Nanopore wird hauptsachlich durch die ver-
wendete KCl-Konzentration bestimmt und die Puerlosung (Acetat- bzw.
Phosphatpuer), die eine viel kleinere Konzentration hat, hat einen ver-
nachlassigbaren Beitrag dazu, wie in der Abbildung 34 zu sehen ist. Bei
der KCl-Kennlinie ist bei +0,2 V der schnellere Anstieg des Stroms zu be-
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Abbildung 34: I-V-Kennlinien durch eine Nanopore mit 20 nm Durchmesser.
Der ionische Strom wurde mit AgCl-Elektroden von -0,12 bis 0,12 V fur
die 10 mM/l Phosphatlosung und von 0,2 bis -0,2 V fur die KCl-Losung
aufgenommen.
obachten und auch zwei Artefakte bei ca. 0,08 V und bei -0,1 V, die auf die
Luftblaschen zuruck zu fuhren sein konnten. Beim Vergleich der Leitwerte,
G = 18 nS fur 10 mM/l Phosphat und G = 227 nS fur 1 M/l KCl, ist erkenn-
bar, dass der ionische Strom einer Mischung aus 1 M/l KCl und 10 mM/l
Phosphatpuer durch die Leitfahigkeit des 1 M/l KCl-Elektrolyts dominiert
wird.
Eine weitere wichtige Feststellung ist der hohe ionische Strom durch
die Nanopore. Wie in der Abbildung 30 zu sehen ist, belauft sich die Groe
der Nanopore von der Probe 2B auf ca. 20 nm Durchmesser laut der TEM-
Aufnahme aus Abbildung 30.
Setzt man die Groe der Nanopore von 20 nm in die Gleichung 10 ein,
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so ergibt sich ein Leitwert von 87 nS. Dabei ergibt sich aus der Messung des
ionischen Strom der Leitwert von 227 nS. Der experimentell ermittelte Leit-
wert ist um den Faktor 2,6 hoher als der Wert laut der Gleichung 9. Auch
bei der Probe 2D, die laut der TEM-Aufnahme eine Nanopore mit etwa
8 nm Durchmesser hat (Abbildung 30 rechts), ist der experimentell ermit-
telte Leitwert von 110 nS im Vergleich zum theoretischen Leitwert nach der
Gleichung 10 von 18 nS um den Faktor von 6,1 groer als aus der Gleichung
erwartet.
Eine mogliche Ursache fur so hohen ionischen Strom kommt im Un-
terkapitel Einuss der Elektrode.
3.6 DNA Translokationen
Nachdem anfangliche Probleme mit der Hydrophilitat und der Mess-
elektronik behoben wurden, konnten die I(t)-Messungen mit dem Ziel der De-
tektion von DNA-Translokationen aufgenommen werden. Die zeitliche Auosung
der I(t)-Messungen liegt bei 100 kHz. Die verwendeten Elektroden bestehen
aus AgCl, mit einem Durchmesser von ca. 0,9 mm.
Anhand der Blockadendauer konnen die Translokationen von gefalteter
und ungefalteter DNA unterschieden werden. Die ungefaltete DNA liegt ge-
streckt vor und passiert die Nanopore viel schneller als die gefaltete DNA.
3.6.1 Translokation gefalteter DNA
Die ersten I(t)-Messungen ergaben Translokationen mit einer Strom-
Blockadendauer von 50 ms und 100 ms (siehe Abbildung 35 und 36). Im
Vergleich zu der Translokationszeit des langsten Hind III DNA-Fragments
von 0,78 ms bei der Basenpaarlange von 23.120 und angelegten 0,12 V, ist
die experimentell ermittelte Translokationszeit um vielfaches hoher als erwar-
tet. Dies fuhrt dazu, dass die dsDNA gefaltet ist [87]. Im gefalteten Zustand
liegt die dsDNA als eine Art Knoten vor. Die Blockadendauer des Ionenstro-
mes durch die Nanopore der gefalteten DNA ist sehr viel groer als fur die
ungefaltete dsDNA, da es sehr viel langer dauert, bis eines der beiden Enden
62
3.6 DNA Translokationen
des langen dsDNA-Molekuls den Weg zum Eingang der Nanopore ndet [88]
und die Faltung der DNA erst aufgelost werden muss bevor die DNA die
Nanopore passieren kann.
Aus den I(t)-Kennlinien der gefalteten DNA (Abbildung 35 bis 39) ist
ersichtlich, dass der ionische Strom uktuiert und das Rauschen bei dieser
Messung bei ca. 100 pA liegt. Das Rauschen ist dabei proportional zu der
angelegten Spannung an den Elektroden, zum Nanoporendurchmesser und
der Konzentration des verwendeten Elektrolyts.
Betrachtet man die zwei groten Stromblockaden der Messung der Ab-
bildung 36 naher, so erkennt man die Blockadendauer von 100 ms beim ers-
ten Translokationsereignis und von 50 ms beim zweiten Ereignis. Der Grund
warum bei dieser Messung die dsDNA gefaltet vorlag, ist die Puerlosung.
Bei diesen Messungen wurde die EDTA der Puerlosung nicht beigemischt.
Auch die Messergebnisse von der Probe 2D ergaben ebenfalls Blockaden-
dauer, die im Bereich um die 0,1 Sekunden liegen, wie in der Abbildung 38
zu sehen ist. Der hohere ionische Strom, als bei der Probe 2B, resultiert we-
gen der 10-fachen Konzentration des Elektrolyts bei der Messung des Stroms
durch die Nanopore der Probe 2D. Die Stromuktuationen sind bei diesen
Messungen geringer, wahrend das Rauschen groer als bei der Messung mit
der Probe 2B ist.
Die I(t)-Messung der Abbildung 35 bis 36 wurden mit der Messzelle 2
bei Raumtemperatur aufgenommen. Dabei wurden AgCl-Elektroden in der
Puerlosung aus 100 mM/l KCl, 1 mM/l PBS-Puer und 0,1 mM/l
EDTA verwendet. Der ionische Strom wurde bei +0,12 V angelegter Span-
nung durch die Nanopore der Probe 2B, die laut Abbildung 30 einen Durch-
messer von 20 nm hat, aufgenommen. Der pH-Wert der Mischung lag bei
7,7. Die hinzu gegebene Menge der Hind III DNA betragt 15 nM/l. Der ge-
messene Leitwert der Probe 2B betragt 227 nS. Bei der Leitwertmessung der
Probe 2B erkennt man in der Abbildung 36 und 37 ein periodisches Rauschen.




Abbildung 35: I(t)-Kennlinie, gemessen durch die Nanopore der Probe 2B.
Verwendete Elektroden sind AgCl. Die Elektrolytlosung ist 100 mM/l KCl
und die Konzentration der Hind III DNA liegt bei 15 nM/l. Der ionische
Strom wurde gemessen bei einer angelegten Spannung von 0,12 V.
Die I(t)-Kennlinien der Abbildung 36 und 37 sind die Ausschnitte aus der
I(t)-Kennlinie der Abbildung 35.
Die I(t)-Messung der Abbildung 38 wurden mit der Messzelle 1 bei Raum-
temperatur aufgenommen. Dabei wurden AgCl-Elektroden in der Puerlosung
aus 1 M/l KCl, 10 mM/l Tris-Puer und 1 mM/l EDTA verwendet. Der ioni-
sche Strom wurde bei +0,12 V angelegter Spannung durch die Nanopore der
Probe 2D, die laut Abbildung 30 einen Durchmesser von 8 nm hat, aufge-
nommen. Der pH-Wert der Mischung lag bei 7,5. Die hinzu gegebene Menge
der Hind III DNA betragt 15 nM/l. Der gemessene Leitwert der Probe 2D
betragt 110 nS. Die I(t)-Kennlinie der Abbildung 39 ist der Ausschnitt aus
der I-t-Kennlinie der Abbildung 38.
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Abbildung 36: I(t)-Messung durch die Probe 2B mit AgCl-Elektroden in 100
mM/l KCl. Es ist die Vergroerung der ersten Stromblockade bei der 0,6-ten
Sekunde der Abbildung 35.
Abbildung 37: I(t)-Messung durch die Probe 2B mit AgCl-Elektroden in 100
mM/l KCl. Es ist die Vergroerung der zweiten Stromblockade bei der 16-ten
Sekunde der Abbildung 35.
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Abbildung 38: I(t)-Kennlinie durch die Nanopore der Probe 2D. Verwende-
te Elektroden sind AgCl. Die Elektrolytlosung ist 1 M KCl und die DNA
Hind III Konzentration betragt 15 nM/l. Der ionische Strom wurde bei einer
angelegten Spannung von 0,12 V gemessen.
Abbildung 39: I(t)-Kennlinie durch die Nanopore der Probe 2D. Verwendete
Elektroden sind AgCl. Die Elektrolytlosung ist 1 M KCl und die DNA Hind
III Konzentration betragt 15 nM/l. Der ionische Strom wurde gemessen bei




3.6.2 Translokation ungefalteter DNA
Nach vielen Messungen von Ereignissen mit der gefalteten dsDNA, die
alle eine Blockadendauer im Bereich von 50 ms bis 100 ms hatten, wurde
beschlossen die I(t)-Messungen an einem Axopatch 200 B in Lausanne zu
wiederholen. Die in Regensburg hergestellten Si3N4-Proben mit Nanoporen
bedeckt mit 1 nm Al2O3 wurden zusammen mit der Messzelle 2 in die Schweiz
nach Lausanne genommen. Die folgende I(t)-Messung wurde in Lausanne mit
dem Axopatch 200B, mit der Messzelle 2 und mit Si3N4-Proben aus Regens-
burg durchgefuhrt. Die Messmischung besteht aus 1 M/l KCl + 10 mM/l
Acetatepuer + 1 mM/l EDTA und hat einen pH-Wert von 4,0. Es wurden
AgCl-Elektroden und Hind III DNA mit der Konzentration von 15 nM/l be-
nutzt. Die Messung des ionischen Stroms aus der Abbildung 40 erfolgte bei
Raumtemperatur durch die Nanopore der Probe 4 mit dem Durchmesser von
8 nm. Der gemessene Leitwert betragt 13 nS.
Die I(t)-Messungen aus den Abbildungen 41 bis 43 sind vergroerte Aus-
schnitte aus der I(t)-Messung der Abbildung 40.
Aus der I(t)-Messung der Abbildung 40, die in Lausanne gemacht wur-
de, erkennt man ein Rauschsignal von ca. 100 pA und ebenfalls starke Fluk-
tuationen des Ionenstroms, der von 1,5 nA sprunghaft auf 3,0 nA ansteigt. Es
sind 3 Stromblockaden zu erkennen. Vergroert man die drei Ereignisse, so
erkennt man in den Abbildungen 41 bis 43, dass die beiden Stromblockaden
vom Ereignis 2 und 3 die Translokationszeit von etwa 50 s aufweisen. Die-
se Zeit ist der Translokationszeit von 2.322 bp DNA-Fragment der Lambda
Hind III-Marker mit 42 s am nachsten (siehe Abschnitt
"
Translokations-
zeiten der DNA durch eine Si3N4-Nanopore\). Die Translokationszeit vom
Ereignis 1 mit 110 s liegt nahe an 94 s (Kapitel 1.6) entsprechend dem
Hind III-DNA Fragment mit 4.361 Basenpaaren. Der Ereignis 1 konnte auch
noch ein Doppelereignis sein, bei dem 2 DNA-Fragmente mit der Lange von
2.322 bp nacheinander die Nanopore passieren, das die Doppelmuldenstruk-
tur der Stromblockade erklaren wurde.
Sehr interessant ist die Amplitude der Stromblockade, die mit 0,3 nA
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Abbildung 40: I(t)-Kennlinie durch die Nanopore der Probe 4. Verwendete
Elektroden sind AgCl. Die Messlosung ist 1 M/l KCl + 10 mM/l Acetatpuer
+ 1 mM/l EDTA und die Konzentration der Hind III DNA liegt bei 15 nM.
Der ionische Strom wurde gemessen bei der angelegten Spannun von 0,12 V.
bzw. 0,35 nA fast doppelt so gro ist, wie sie theoretisch fur eine Nanopore
mit einem Grundsignal von 1,6 nA (Nanopore mit 6,7 nm Durchmesser)
mit 0,15 nA zu erwarten ware (Gleichung 11). Selbst die Berechnung der
Stromblockade durch eine 2,5-nm-groe Nanopore - Durchmesser der dsDNA
betragt 2,2 nm - wurde laut Berechnung nach Gleichung 11 nur 0,23 nA
betragen und ware somit kleiner als gemessen. Nach der Kombination aus
dem hoheren Ionenstrom und starkeren Stromblockade als es die Theorie
liefert, ergab sich die Idee mit dem Einuss der Elektrode.
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Abbildung 41: I(t)-Messung vergroert um den Ereignis 1. Die Stromblockade
beim Ereignis 1 betragt 0,35 nA und die Translokationszeit liegt bei 110 s.
Abbildung 42: I(t)-Messung vergroert um den Ereignis 2. Die Stromblockade
beim Ereignis 2 betragt 0,35 nA und die Translokationszeit liegt bei 50 s.
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Abbildung 43: I(t)-Messung vergroert um den Ereignis 3. Die Stromblockade
beim Ereignis 3 betragt 0,3 nA und die Translokationszeit liegt bei 50 s.
Nach der erfolgreichen Messung von ungefalteten dsDNA-Translokationen
in Lausanne kann die Messanordnung mit dem digitalen Multimeter Agilent
34401 A und die dafur programmierte Software als moglicher Grund fur die
Messung von Translokationen mit der Blockadendauer langer als 0,05 s nicht
ausgeschlossen werden. Das Rauschen mit beiden Messgeraten bei +0,12 V
und 1 M/l KCl liegt jeweils bei 100 pA. Die Integrationszeit von Agilent
betragt 1,4 s und die von Axopatch ist leider unbekannt. Dabei kommen
die Integrationszeit der Messpunkte und das verursachte Rauschen durch die
Messgerate als Ursuche nicht in Frage. Im Gegensatz zu dem Axopatch wur-
den fur die Messugen mit dem Agilent keine Bessellter verwendet. Wobei
die Bessellter die Signale ab einer bestimmten Frequenz dampfen und eine
konstante Gruppenlaufzeit und ein lineares Phasenverhalten im Durchlass-
bereich bieten. Die 4-Pol-Bessellter vom Axopatch verstarker das Signal zu
Rauschen Verhaltnis in dem Messbereich. Bei 100 pA Rauschen und einer
Amplitude der Stromblockade von 300 pA konnen auch die Bessellter als
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Ursache ausgeschlossen werden. Somit bleibt die Frage bestehen, warum die
Translokationen der ungefalteten dsDNA mit dem Axopatch beobachtet wer-
den konnten und mit dem Agilent diese Translokationen nicht nachweisbar
waren, trotz der gleichen Messbedingungen.
3.7 Einu der Elektrode
Die I-V-Messung aus der Abbildung 44 wurde mit der Messzelle 2 bei
Raumtemperatur vollzogen. Dabei wurden AgCl-Elektroden und ein
1 M/l KCl-Elektrolyt verwendet. Der ionische Strom wurde durch Probe
"
6 rot\ von + 1,0 V bis -1,0 V aufgenommen. Rote Kennlinie entspricht der
Messung mit der frisch aufgeladener AgCl-Elektrode und die blau Kennlinie
der Elektrode, die 3 Wochen nach dem Auadeprozess verwendet wurde.
Beide Elektroden wurden bei 1 V angelegter Spannung eine Stunde lang in
einer 1 M/l KCl-Losung mit Platin (Pt) als Gegenelektrode aufgeladen.
Als eine mogliche Ursache fur den hoheren Ionenstrom durch die Na-
nopore und starkere Stromblockade durch die dsDNA als aus der Theorie
hervorgeht, kommt der Einuss der Elektrode in Frage. Die Theorie fur den
Leitwert durch die Nanopore besagt zwar laut Hille [68], dass der Eintrittswi-
derstand unabhangig von den makroskopischen Groen wie dem Elektroden-
durchmesser ist und auch in den Publikationen mit dem Leitwert werden die
Dimensionen der Elektroden nicht erwahnt. Unsere Messungen zeigen aber,
dass die verwendeten Elektroden einen Einuss auf den Leitwert haben (siehe
die I-V-Messung aus der Abbildung 44).
Aus dieser I-V-Messung geht hervor, dass der Zustand der Elektrode
eine Rolle fur die Starke des Stromsignals spielt. Mit einer frisch aufgela-
denen AgCl-Elektrode misst man ein 4 Mal so hohes Stromsignal, wie mit
der gleichen Elektrode, die 3 Wochen nach der Auadung verwendet wurde,
trotz der Lagerung der Elektroden in 10 mM/l KCl-Losung und Abdeckung
mit Aluminiumfolie, um die Entladung zu verhindern.
Der Beitrag aus den verwendeten Elektroden zum Leitwert durch die
Nanopore ist bei anderen Arbeitsgruppen anders, weil sie schwachere Elek-
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Abbildung 44: I-V-Kennlinie mit der Probe 6 rot mit AgCl-Elektroden in
1 M/l KCl-Losung. Schwarze Messkurve entspricht der Messung mit der
AgCl-Elektrode, die vor einem Tag aufgeladen wurde und die rote Messkur-
ve beschreibt die gleiche Messung mit der AgCl-Elektrode, die drei Wochen
nach der Auadung verwendet wurde.
troden verwendet haben. Der Durchmesser der AgCl-Elektroden der Arbeits-
gruppe aus Lausanne liegt bei 0,1 mm. Die Elektroden in Lausanne werden
kurz vor der Messung in einer 1 M/l KCl-Losung 1 bis 2 Minuten aufgela-
den. Wir verwendeten AgCl-Elektroden mit 1 mm Durchmesser und haben
die Elektroden 1 Stunde lang aufgeladen. Das konnte der Grund fur den 3
bis 6 Mal hoheren Leitwert bei unserem Messsystem sein.
Deniert man Rtotal fur die Messung des ionischen Stromes durch eine
Nanopore als die Summe aus den Beitragen von Rch, dem Beitrag vom Nano-
porenkanal, von RE, dem Eintrittswiderstand und RElektrode, dem Beitrag von
der Elektrode, zu denieren. Da der Widerstand, der von der Elektrode ver-
ursacht wird, als Serienwiderstand zu den Widerstanden von der Nanopore
und dem Eintritt, steht.
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Rtotal = Rch +RE +RElektrode (13)
RElektrode ist dabei vom Auadeprozess der Elektrode abhangig. Je langer
die Auadung des Silberstabes in der KCl-Losung erfolgt, um so dicker ist
die AgCl-Schicht auf dem Silberstab.
















Fur diesen Fall bekame man folgende Werte fur die Proben 2B und 2D:











Probe d leff Gtotal GGodin
2B 20 nm 25 nm 227 nS 87 nS
2D 8 nm 25 nm 110 nS 18 nS
mit Gtotal als der gemessene Leitwert und GGodin als der Leitwert nach
der Gleichung 9.
Da die einzelnen Beitrage zum Gesamtwiderstand Rtotal zum Teil groer
als der gemessene Gesamtwiderstand sind, sind unsere Leitwerte nicht mit
der Gleichung 9 fur den Leitwert nach Godin mit einem zusatzlichen Beitrag
von der Elektrode konform.
Bei einer groen Rauhigkeit der Membranoberache mit 2 nm bezogen auf
die 50 nm Dicke der Membran, lage der Fehler durch die eektive Lange der
Membran bei 4%. Der Durchmesser der Nanopore, den man aus einem TEM-
Bild entnimmt, sollte die Maximalangabe fur den Durchmesser sein, da es
davon abhangt in welcher Hohe der Nanopore der Fokus des TEMs wahrend
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der Bildaufnahme ist. Sollte der tatsachliche Durchmesser der Nanopore klei-
ner sein bzw. die engere Stelle der Nanopore vom Fokus des TEMs weiter
entfernt, so sollte man dennoch bei der Messung des Leitwertes durch die Na-
nopore einen Leitwert messen, der nicht hoher liegt als der TEM-Aufnahme
entsprechend. Es ist ebenfalls nicht bekannt, was mit den Innenwanden der
Nanopore nach dem Bohren mit dem Elektronenstrahl und nach dem Eintau-
chen in eine Elektrolytlosung passiert. Es ist anzunehmen, dass Fremdatome
aus der Luft oder Ione des Elektrolyts sich an die Wande der Nanopore bin-
den. Beide Prozesse wurden den tatsachlichen Durchmesser der Nanopore bei
der Messung kleiner machen und somit zu einem kleineren Leitwert fuhren.
Ein Leitwert, das bis zu 5 Mal hoher bei der Messung vorliegt, als durch die
Leitwertgleichung erwartet, kann auf diese Weise nicht erklart werden.
Unter Beachtung des Modells von Elektrodenwiderstand und der Feh-
lerbetrachtung der Gleichung von Godin stehen unsere Messergebnisse nicht
im Einklang zu der Leitwertgleichung 9 nach Godin.
3.8 Erhohung der Lebensdauer von Si3N4-Membranen
Im Laufe der vielen durchgefuhrten Messungen ergab sich, dass die
Verwendung von zwei Membranen auf einer Probe einen Nachteil darstellt.
Neben den geometrischen Schwierigkeiten die Onung der PDMS-Dichtung
mit 1 mm Durchmesser fur eine 2 x 2 mm Probe moglichst zentral zu platzie-
ren, damit die beiden Membranen, deren Mittelpunkte 700 m von einander
entfernt sind, in der Onung der Dichtung liegen und nicht von ihr bedeckt
sind (Bild 45), zeigten sich zusatzliche mechanische Probleme. Die Proben
mit den Nanoporen im Ethanolwasser (Wasser zu Ethanol 1:1) zu lagern,
war keine eektive Modikation. Praktisch bei allen Proben, die im Ethanol-
wasser aufbewahrt wurden, brachen die Membranen, auch wenn die Probe
mit den Si3N4-Membranen nur fur wenige Stunden in die Flussigkeit gelegt
wurde. Aus diesem Grund wurde die Methode vom Dekker zur Aufbewah-
rung der Proben und zur Aufrechterhaltung der Hydrophilitat der Proben
durch das Lagern im Ethanolwasser fur unsere Proben aufgegeben und die
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Ablagerung von 1 nm Al2O3 wieder praktiziert.
Abbildung 45: Die Geometrie der PDMS-Dichtung mit einem 1-mm-Loch in
der Mitte in der Relation zu einer 2 x 2 mm Probe mit zwei Membranen.
Abbildung 46: Eine intakte Si3N4-Membran. Solange die Membran unverletzt
ist, ist eine typische Wolbung der Oberache zu erkennen.
Nachdem sehr viele Membranen durchgebrochen waren und nur wenige
Membranen die Lagerungen uberstanden haben, ergab sich eine interessante
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Feststellung. In allen Fallen bei denen nur 1 Membran die Lagerung ohne
Risse bzw. Durchbruche uberstand, war es die Membran mit der Nanopore.
Pro Probe mit 2 Membranen wurde jeweils nur eine Membran mit einer Na-
nopore versehen, und nur die Membran, die einen Loch hatte, auch wenn sehr
klein, wies hohere Stabilitat gegen die Strapazen bzw. Druckschwankungen
auf.
Abbildung 47: Si3N4-Membranen. Recht ist eine Membran nach einem Ver-
such eine Nanopore mit dem FIB zu bohren. Obwohl keine Nanopore zu
erkennen ist, wurde durch den Abtrag des Materials auf der Oberache der
Membran die Oberachenspannung der Membran verandert und die Ober-
achenwolbung ist nicht mehr zu sehen. Links ist eine Membran nach einem
Bohrversuch ohne einer Nanopore. Rechts ist eine Membran mit einer Na-
nopore. Durch das Bohren einer Nanopore durch die Membran wurde die
Oberache entspannt. Die typische Wolbung der Oberache ist nicht mehr
zu sehen.
Im Laufe der Arbeit ergab sich die Wolbung der Membranoberache als
ein sehr gutes Indiz dafur, dass die Membran noch intakt bzw. nicht durch-
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gebrochen ist. Auch Membranen mit kleinen Faserrissen, die zunachst nicht
zu sehen waren, wiesen keine typische Oberachenwolbung wie im Bild 45
rechts zu sehen ist, auf. Eine Verletzung der Membran durch das Bohren,
einen Riss oder ein Loch fuhrte dazu, dass die Wolbung der Membrano-
berache verschwand (Abbildung 47). Da bei unseren Proben nur eine der
beiden Membranen mit einer Nanopore versehen wurde, ergab sich ein Ver-
gleich zwischen einer Membran mit und ohne Nanopore bzgl. der Stressresis-
tenz, auch wenn ungewollt. Da die Untersuchung der Membran-Lebensdauer
bzw. Stressresistenz nicht im Fokus der Arbeit lag und diese Feststellung
nach vielen gescheiterten Messungen sich herausstellte, konnte diese These
nicht ausreichend uberpruft werden. Es ergaben sich starke Indizien, dass die
Anwesenheit einer Nanopore in einer Si3N4-Membran, die Robustheit dieser




Der Versuch die DNA-Sequenzierung mit Kohlenstonanorohren als
Detektoren wahrend der Translokation durch Si3N4-Membranen zu verwen-
den, ist innerhalb der gesetzten Frist nicht erfolgreich gewesen. Alle Teil-
nehmer des EU-Projekts konnten nach Ablauf der Frist keine erfolgreiche
DNA-Sequenzierung vorweisen. Unter anderem sind die Grunde warum die
Realisierung nicht statt nden konnte, zum einen die Zerstorung der Koh-
lenstonanorohre auf einem groeren Bereich um die Nanopore herum, auch
wenn die Bohrung der Nanopore mit dem TEM von der Ruckseite der Pro-
be erfolgt. So dass die Enden der Nanorohre von der DNA in der Nanopore
weiter entfernt sind, und somit die Empndlichkeit der Kapazitatsmessungen
verschlechtert ist. Zum anderen tauchte die Frage auf, ob generell eine Unter-
scheidung zwischen den einzelnen Basenpaaren mit den Kapazitatsmessungen
moglich sei. Da die Basenpaare nicht starr zu einander sind, und der Abstand
zwischen den Basenpaaren variiert, was die Ortsauosung der einzelner Ba-
senpaare weiter erschwert.
Auch wenn das gewunschte Ziel nicht erreicht wurde, so wurden eini-
ge neue Erkenntnisse auf diesem nicht einfachen Arbeitsbereich erzielt. Das
Konzept fur die Messkanale horizontal zu einander und nicht vertikal, wie
bisher von den Gruppen verwendet wurde, anzuordnen hat sich als ein Fort-
schritt erwiesen. Nicht nur das Problem der Luftblaschen, sondern auch die
Handhabung der Messzelle wurden damit einfacher. Die Verwendung von
1 mm-Elektroden statt 0,1 mm-Elektroden bietet den Vorteil an, dass das
Grundsignal des ionischen Stroms durch die Nanopore im Vergleich zu den
herkommlichen Elektroden unter gleichen Bedingungen hoher ist. Was zu
einem besseren Verhaltnis von Signal zu Rauschen und Stromblockaden zu
Signal fuhrt. Fur die starkere Belegung dieses Arguments sind weitere Mes-
sungen hierzu notig.
Aus einem Nachteil hat sich eine positive Bilanz ziehen konnen. Die
Verwendung von zwei Membranen auf einer Probe hat sich als nicht vorteil-
haft gezeigt. Doch hierbei ergaben sich Indizien darauf, dass die Bohrung ei-
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ner Nano- bzw. Mikropore durch eine Si3N4-Membran die Lebensdauer bzw.
die Druckresistenz einer Si3N4-Membran erhoht. Um aus diesem Indiz ein
Beleg zu machen, mussten mehr Messungen dazu gemacht werden.
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